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Preučevali smo agregacijo konkanavalina A z uporabo infrardeče spektroskopije. 
Konkanavalin A je protein s pretežno sekundarno strukturo beta, ki ima zelo zanimivo 
vrsto agregacije. V kislem mediju se z nespremenjeno strukturo agregira v amorfne 
agregate, medtem ko v bazičnem okolju tvori amiloidne fibrile. Zato smo ga uporabili za 
testiranje zaviranja tvorbe amiloidov, ki so glavni povzročitelji tako imenovanih 
konformacijskih bolezni, kot sta npr. Parkinsonova in Alzheimerjeva bolezen. Tvorbo 
agregatov in amiloidov smo pospešili z dvigovanjem temperature. Za zaviranje smo 
uporabili dva znana zaviralca urejenih proteinskih agregatov, homotavrin in resveratrol. 
Izračunali smo sigmoidne krivulje ter določili in spremljali temperature prehoda iz 
raztopine v agregate, z in brez inhibitorja. Z metodo diferenčne spektroskopije smo 
spremljali majhne strukturne spremembe, ki nastanejo kot posledica zunanjih sprememb. 
Analizni spekter je izračunan kot razlika med dvema posnetima spektroma ob na primer 
različnih temperaturah. Zato nam ponuja metoda vpogled le v vrhove, ki niso skupni 
obema izhodnima spektroma.  
 
Temperatura prehoda ni naraščala, tako kot smo to pričakovali z naraščanjem 
koncentracije inhibitorja. Kjer se izkaže, da se je dvigovala, to ovržemo z negotovostjo 
meritev. Možnih razlogov za to je več, kriva je lahko napačna izbira koncentracijskih  
razmerij, nasičena raztopina, ali pa moja napaka pri mešanju raztopin. Največ težav pri 
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We investigated the aggregation of Concanavalin A using infrared spectroscopy. 
Concanavalin A is a protein with a predominantly - structure and has a very interesting 
way of aggregation. In acidic medium it aggregates in amorphous aggregates, whereas in 
alkaline medium it forms amyloid fibrils. Therefore, we have used it for testing retarding 
amyloids, which are the main cause of conformation diseases, such as Parkinson and 
Alzheimer disease. The growth of aggregates and amyloids was accelerated with the 
increase in temperature. We used two well-known inhibitors to slow down settled protein 
aggregates, which are homotavrine and resveratrol. We calculate sigmoid curves from 
structural changes taken from the analysis of amide I band and monitored the temperature 
of the transition from solution to aggregates, with and without inhibitors. Using the 
method of differential spectroscopy, we were able to accompany small structural 
changes, which are caused by temperature changes. The analysis spectrum is calculated 
as the difference between two spectra recorded at different temperatures. For this reason, 
this method allows us to look into spectral bands that are not the same for both spectra. 
 
The temperature of the transition did not rise, as we had expected, with the increase 
in inhibitor concentration. Where it shows the increase, it correlates with the 
measurement error. There can be many reasons for this, it could be a wrong choice of 
concentration ratio, a saturated solution or my error with the solutions. Most of the 
problems with solving occurred with resveratrol, maybe it was not the best choice for the 
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V uvodu so opisane osnove o proteinih in njihovih strukturah. Proteini se v vseh strukturah 
razen v primarni zvijejo v vijačnice ali ravnine, zato pogosto pride tudi do nepravilnega zvitja 
ali agregacije. Slednje je zelo pomembno, saj predstavlja osnovni vzrok vseh amiloidnih 
bolezni.  
 
Predstavljeni so tudi materiali, ki smo jih uporabili pri študiji, in sama tehnika, ki študijo 




Proteini spadajo med najbolj kompleksne snovi, ki so prisotne v vseh živih organizmih. 
Vključeni so v kemijske procese, ki so nujni za ohranjanje življenja. Pomembnost proteinov 
so opazili že v zgodnjem 19. stoletju, ime »protein« pa so skovali leta 1838 (gr. proteios, kar 
pomeni prvo mesto). 
 
So velike molekule, rečemo jim tudi makromolekule. Sestavljeni so iz velikega števila 
aminokislinskih ostankov, od sto do več tisoč, povezanih s peptidnimi vezmi. Poznamo 20 
različnih aminokislin, ki sestavljajo proteine. Proteini, ki imajo podobne funkcije, imajo 
podobno sestavo in zaporedje aminokislinskih ostankov. Poglejmo nekaj osnovnih funkcij 
proteinov: 
 
 transport in skladiščenje določenih makromolekul, 
 uravnavanje bioloških procesov,  
 zagotavljanje veliko strukturnih elementov celice, 
 varovanje pred tujki in invazivnimi organizmi, 
 nadzor aktivnosti genov. 
Aminokisline so organske molekule in vedno vsebujejo bazično aminsko skupino (-NH2), 
karboksilno skupino (-COOH) in stransko verigo R, po kateri se aminokisline razlikujejo med 
seboj. Te sestavne dele aminokislin delimo glede na medsebojno lego aminske in karboksilne 
skupine v več skupin, označenih z grškimi črkami. Na primer α-aminokisline imajo na isti 
ogljikov atom vezani obe funkcionalni skupini, imenujemo ga α-ogljikov atom. Te se 
povezujejo v peptide oziroma v proteine. Poznamo tudi -aminokisline, kjer sta aminska in 
karboksilna skupina vezani na različna ogljikova atoma v skeleta (angl. backbone) molekule. 




Aminokisline se povezujejo s kovalentnimi peptidnimi vezmi. Če pogledamo na 
molekularnem nivoju, gre pri tvorbi peptidne vez za nukleofilno adicijo, pri kateri se na delno 
pozitiven ogljikov atom karbonilne skupine (C=O), veže dušikov atom aminske skupine 
(NH2). Med reakcijo se razcepi π-vez, s tem ko se veže nukleofil, pa nastaneta dve novi 
kovalentni vezi. Tvori se peptidna vez, odcepi pa se molekula vode. Nastalo molekulo 
poimenujemo amid, nastalo funkcionalno skupino pa amidna skupina, opisano vidimo na sliki 
1.  
Proteini sicer spadajo med polipeptide, ki nastanejo s kondenzacijsko polimerizacijo. 
Produkte z od 10 do 100 aminokislinami imenujemo polipeptidi, ko je povezanih več kot 100 
aminokislinskih ostankov, pa proteini. Na primer produkt na zgornji sliki, ko se združita 2 
aminokislini, imenujemo dipeptid. Peptid je torej spojina dveh ali več aminokislinskih 
ostankov, povezanih s peptidno vezjo. Ne glede na število aminokislinskih molekul, ki so 
združene v peptid, sta na peptidni verigi vedno prisotna dva konca, in sicer aminski (N-konec) 
in karboksilni (C-konec) konec. 
 
1.2 Strukture proteinov 
 
Struktura proteina je pomembna, saj je od nje odvisna vloga oziroma funkcija proteina. 
Na začetku omenjenih 20 standardnih aminokislin, lahko tvorijo več 100.000 različnih 
proteinov. Poznamo več ravni struktur proteinov: primarno, sekundarno, terciarno in 
kvartarno. Primarna struktura je sestavljena iz zaporedja aminokislinskih ostankov v 
polipeptidni verigi, sekundarna pa predvsem iz vijačnic α in β ravnin. V terciarni in kvartarni 
strukturi je pomembna prostorska urejenost polipeptidne verige oz. na koncu združevanje več 









Na sliki 2 vidimo shematski prikaz struktur, ki si sledijo po vrsti, od primarne do 
kvartarne. V sekundarni fazi sta sicer možni dve strukturi, α-vijačnica ali  β-ravnina. Za naš 
tip raziskave je najpomembnejša sekundarna struktura, saj ima pomembno vlogo pri 
amiloidnih boleznih.  
Slika 2: Enostaven prikaz proteinskih struktur od primarne do kvartarne [3]. 
Slika 1: Prikaz nastanka peptidne vezi iz dveh aminokislin [2]. 
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1.2.1 Sekundarna struktura 
 
Sekundarna struktura je definirana z vzorcem vodikove vezi med aminsko in karboksilno 
skupino peptidnega ogrodja oz. najdaljše možne verige proteina. Pri geometriji elementov 
sekundarne strukture je pomembno, da so skoraj vsi stabilizirani s tvorbo H-vezi med 
peptidnimi skupinami. Ker so slednje sočasno tako donorji kot akceptorji H-vezi, je proces 
tvorbe vezi kooperativni proces.  
 
Na sliki 3 je primer -vijačnice. Interakcije, ki vzdržujejo α-vijačno strukturo, so vodikove 
vezi ter elektrostatske in hidrofobne interakcije med aminokislinskimi ostanki: 
 
 Vodikove vezi tvorijo kisikovi atomi karbonilnih skupin (-C=O-) in vodikovi 
atomi amidnih (-NH-) skupin vseh peptidnih vezi. Tvorijo se le na vsakem 
četrtem kisikovem atomu (N(n+4)-H-…-O=Cn). 
 Elektrostatske interakcije potekajo med nabitimi aminokislinami na koncih 
polipeptidne verige. Tam je ustvarjen električni dipol, negativen na koncu 











Tako kot so pomembne -vijačnice, tako so pomembne tudi β-strukture. Slika 4 prikazuje 
-ravnino. β-ravnine se tvorijo med različnimi segmenti polipeptidne verige. Ti segmenti so 
lahko bodisi sosednji in med seboj povezani z zavoji ali obrati bodisi se nahajajo na popolnoma 
različnih predelih polipeptidne verige. Struktura je sestavljena iz tako imenovanih β-trakov 
(angl. β-strand), ki predstavljajo pas ali ogrodje polipeptidnih vezi, kjer je običajno skupaj 3–
10 aminokislin.  
 
Ti trakovi so med seboj povezani z vsaj dvema ali tremi vodikovimi vezmi, kar po navadi 
tvori  »nabrano« ravnino. Interakcije, ki vzdržujejo strukturo β-ravnina, so vodikove vezi med 
sosednjimi polipeptidnimi verigami v ravnini. β-trakovi so razporejeni glede na ostale trakove 
in tvorijo med seboj močno mrežo vodikovih vezi, kjer skupina N-H enega traku tvori 
vodikovo vez s skupino C=O drugega traku. Ko je β-ravnina zgrajena, so si trakovi obrnjeni 
nasproti. Slednji lahko tvorijo vodikove vezi v paralelni ali antiparalelni smeri. Opisana 
struktura ravnine je pogosto odgovorna za formacijo proteinskih agregatov in fibril, ki se 
pojavljajo pri številnih človeških boleznih. 




1.3 Zvijanje proteinov 
 
Proteinsko zvijanje je fizikalni proces, kjer se polipeptid zvije v svojo karakteristično in 
funkcionalno nativno 3D-strukturo. Vsak protein obstaja kot razvit polipeptid ali naključen 
klobčič, ko je pretovorjen iz zapisa mRNA v primarno strukturo – verigo linearnih amino-
kislinskih ostankov. Takšni razviti proteini dolgoročno niso stabilni in so neaktivni. Šele, ko 
je polipeptidna veriga sintetizirana z ribosomom, se linearna veriga začne zvijati v svojo 
nativno 3D-strukturo. Samo zvitje se pogosto začne skupaj s sintezo ribosoma proteina, tako 
da se N-konec proteina (konec kjer je dušikov atom) začne zvijati, medtem ko je C-konec 
(konec kjer je ogljikov atom) še vedno sintetizira s strani ribosoma. Zvitje pa je odvisno od 
nekaj dejavnikov: 
 
 topila (običajno voda), 
 vrednost pH, 
 temperatura   
 prisotnost kofaktorjev  
 
Zvijanje proteina poteka po v naprej določenih poteh, ki so se razvile tekom evolucije in 
ne z naključnim iskanjem po konformacijskem prostoru. Glavne gonilne sile, ki poganjajo 
proces zvitja proteinov, so hidrofobne, elektrostatske in Van der Wallsove interakcije ter H-
vezi in solvatacija. 
 
Danes razumemo potek proteinskega zvijanje z oblikovanjem energijskih lijakov (slika 
5). Na takšni površini lahko nezvita veriga v procesu proteinskega zvijanja zaide na različne 
poti, ki vodijo do končne, nativne proteinske strukture. Čeprav je struktura nativnega stanja 
termodinamsko ugodna, to ne pomeni, da ne obstajajo strukture z še nižjo prosto energijo. Že 
manjša sprememba v okolju lahko poruši naravno stabilizirane stike znotraj peptidne verige, 
kar lahko vodi do nepravilno zvitih molekul. Te napake skušajo popravljati različni celični 
mehanizmi, vendar kadar niso uspešni, se nepravilno zvite molekule združijo in tvorijo 
amiloidne strukture. Več nevrodegenerativnih in drugih bolezni je rezultat kopičenja 
amiloidnih fibril, sestavljenih iz nezvitih ali pa nepravilno zvitih proteinov.  



















Obraten proces od zvijanja imenujemo denaturacija proteina. To je prehod proteina iz 
zvitega v nezvito stanje, torej porušenje njegove 3D-strukture (terciarne ali kvartarne). Do 
denaturacije lahko pride zaradi povišanja temperature (porušijo se H-vezi), spremembe 
vrednosti pH (spremenijo se elektrostatske interakcije med nabitimi vezmi -R in -H) ali zaradi 
prisotnosti majhnih molekul (gvanidinijev hidroklorid, urea) in organskih topil, kot je etanol 
(povzroči porušenje hidrofobnih interakcij). 
 
1.3.1 Nepravilno zvitje 
 
Nepravilno zvitje proteina skoraj vedno vodi do njegove agregacije. Velikokrat takšni 
agregati zavzamejo pravilno urejeno β-strukturo, imenovano prečna β-struktura oz. 
β-struktura, ki se vije pravokotno na os amiloidneg fibrile. Takšna agregacija proteinov je 
vzrok številnih patoloških stanj v človeškem telesu, kar vodi k različnim obolenjem, ki jih s 
skupnim imenom imenujemo amiloidoze. Vse te bolezni so karakterizirane na podlagi 
amorfnih ali fibrilarnih zunaj ali znotraj celičnih depozitov. Mehanizem in vzrok tvorbe 
amiloidnih agregatov še ni povsem znan. Napačno zvitje je lahko posledica mutacij, 
nenormalnih interakcij s kovinskimi ioni, sprememb pH in oksidacije ter protolize. 
 
Proteini in peptidi, ki tvorijo amiloidne agregate in jih povezujemo z amiloidozami, 
nimajo podobnih nativnih oblik in trakov aminokislinskega zaporedja ter so različnih velikosti. 
Njihova skupna lastnost je tvorjenje amiloidnih fibril, slednje so si enake v dolgi in razmeroma 
ravni morfologiji in difrakcijskem vzorcu prečne β-strukture. Fibrile so po navadi široke 6–
12 nm in sestavljene iz 2–6 protifilamentov, razporejenih v vijačno strukturo. Tvorba 
amiloidnih fibril izzove strukturno prerazporeditev nativnega proteina v konformacijo z 
velikim deležem β-ravnin. Sama tvorba ne poteka neposredno iz nativne proteinske molekule, 
temveč preko delno zvitega intermediata. 
Prvi korak so konformacijske spremembe v nativni strukturi, kar omogoči specifične 
intermolekularne interakcije, ki so potrebne za proces oligomerizacije in fibrilacije. Številni 
proteini v raztopinah ne zavzemajo stabilne sekundarne in/ali terciarne strukture, temveč se 
izrazijo kot dinamični skupki notranje spreminjajočih se struktur. Takšne proteine splošno 
Slika 5: Energetski diagram celotnega procesa zvijanja [5]. 
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poimenujemo kot intrinzično neurejene proteine (INP). Zmožnost tvorbe amiloidnih fibril pod 
določenimi pogoji je osnovna lastnost vsake polipeptidne verige, tudi INP. Amiloidom 
podobno zvitje imajo lahko tudi nepatološki proteini. 
 
Na sliki 6 je predstavljena energijska površina za procese proteinskega zvijanja, 
proteinskega napačnega zvijanja in agregacije napačno zvitih proteinskih molekul. Prosta 
energija posameznih stanj je predstavljena z globino posamezne globeli, širina pa predstavlja 
konformacijsko entropijo posameznega stanja. Če povzamemo sliko 7, so stanja od leve proti 
desni: intermediati v procesu proteinskega zvijanja, nativno zvita polipeptidna veriga, napačno 
zviti intermediati in oligomeri, amorfni agregati, toksični oligomeri in protifibrile ter na koncu 



















Proteinska agregacija je pomemben dejavnik pri številnih procesih, vključno z boleznimi, 
ki nastanejo kot posledica tvorbe amiloidnih plakov, kot tudi pri študijah proteinskega zvitja, 
stabilnosti bioloških zdravil in industrijski pripravi proteinov. Razumevanje zgodnjih 
dogodkov v procesu amiloidne agregacije je izrednega pomena, če želimo bolje razumeti oz. 
spoznati mehanizme, ki vodijo do tovrstne agregacije. Pomaga tudi pri načrtovanju strategij za 
preprečitev procesov, ki vodijo v različne amilodoze. Napačno proteinsko zvitje sovpada s 
spremembami v njegovi sekundarni strukturi. Pomembno je tudi zajemanje strukturnih 
informacij na kratki časovni skali, kot je 10 ps (10-12 s), proteinskega zvijanja in agregacije. 









Slika 6: Shematska predstavitev energijskih pokrajin [6]. 
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1.3.1.1 Proteinski agregati 
 
 Proteinske agregate lahko glede na strukturo razdelimo v tri različne razrede: amiloidne 
fibrile, oligomere in amorfne agregate. 
 
 
I. Amiloidne fibrile so dolge z razmeroma ravno morfologijo in imajo 
difrakcijski vzorec prečnih β-ravnin. Tvorba amiloidnih fibril izzove 
strukturno prerazporeditev nativnega proteina v konformaciji z visokim 
deležem β-ravnin. Njihova velika termodinamska in kinetična stabilnost 
izhaja iz zvitja številnih polipeptidnih molekul v stabilno prečno β-strukturo. 
Izhodiščne strukture amiloidnih fibril so ali nativno zviti proteini ali INP 
proteini. Za možnost tvorbe amiloidnih fibril se morajo organizirati v treh 
nivojih. β-trakovi se morajo naložiti v β-ravnine. Nato β-ravnine med seboj 
tvorijo intermolekularne vezi in se s tem povezujejo v protifilamente. Slednji 
se nalagajo oz. zvijejo drug okoli drugega in tako tvorijo amiloidno fibrilo. 
II. Poleg fibril v procesu agregacije pogosto opazimo tudi strukture, imenovane 
amiloidni oligomeri. V nekaterih primerih so to hkrati tudi fragmenti fibril in 
predstavljajo vmesne stopnje v procesu tvorbe fibril. Nekatere strukture so 
izjemno nestabilne in se lahko enostavno pretvorijo v stabilnejše fibrile. 
Informacije o strukturi oligomer so dokaj skope zaradi njihove kinetične 
(ne)stabilnosti. 
III. Amorfni agregati predstavljajo različne tipe združkov, ki nimajo urejenih 
struktur, ki bi jih tvorile molekule proteina. Kadar se amiloidogenim 
proteinom ne  uspe zviti v amiloidne strukture, tvorijo amorfne agregate. 
Amiloidne strukture povezujemo s številnimi bolezenskimi stanji, najbolj 
znana je vzročna povezava s sivo mreno. Zelo verjetno je, da je proces 
amorfne agregacije sklopljen s procesom denaturacije proteinskih struktur. 
Kljub različni morfologiji med amorfnimi in amiloidnimi agregati je 
običajno težko enostavno razlikovati med obema tipoma. 
 
Razmerje med amiloidnimi fibrilami, amorfnimi agregati in oligomeri še ni podrobno 
pojasnjeno. Eno glavnih vprašanj je, ali oligomeri in amorfni agregati predstavljajo 
intermediate na poti do zvitja fibril ali so to končni produkti stranskih poti amiloidne 
agregacije. 
 
1.4 Modelni protein konkanavalin A 
 
Kot testni protein, s katerim smo spektroskopsko spremljali agregacijo, smo uporabljali 
konkanavalin A. Spada v skupino lektinskih proteinov. Specifično se veže na določene 
strukture v različnih sladkorjih, glikoproteine in glikolipide. Sestavljen je iz 237 
aminokislinskih ostankov, njegova molekulska masa je 26.500 Da.Približno 46 % sekundarne 
strukture predstavljata antiparalelni β-ravnini, med katerima je ena sestavljena iz šestih, druga 
pa iz sedmih β-trakov. V sekundarnem zvitju najdemo tudi manjša območja z α-vijačnico. 




Konkanavalin A v mediju z bazično vrednostjo pH tvori dolge in tanke amiloidom 
podobne strukture, vzporedno s tem procesom pa potekajo tudi strukturne spremembe, med 
katerimi pride do tvorbe intermolekularnih β-ravnin. Ko je konkanavalin A izpostavljen 
vrednostim pH, ki so bližje točki pI1 proteina (to je pH 5), je opazna tvorba amorfnih agregatov. 
 
 
Njegova struktura je izredno podobna strukturni komponenti človeškega serumskega 
amiloida P, sestavini skoraj vseh znanih amiloidnih depozitov. Preučevanje proteinov z 
visokim deležem β-sekundarne strukture je zanimivo tudi zaradi opažanj, da je jedro amiloidne 
fibrile sestavljeno predvsem iz β-trakov. Peptidi, ki izražajo visoko nagnjenost k β–




Inhibitor ali zaviralec je snov, ki preprečuje ali zavira biokemijski proces, lahko pa je tudi 
spojina, ki po vezavi na encim prepreči ali upočasni njegovo biološko funkcijo.  
Pri meritvah smo uporabili dva različna inhibitorja in sicer homotavrin in resveratrol. Oba 





Homotavrin je alternativno ime za spojino poznano pod imenom 3-amino-1-
propansulfonska kislina (3-APS). Najdemo jo lahko v različnih vrstah rdečih morskih alg, iz 
katerih je bila spojina tudi najprej izolirana, za komercialne potrebe pa je homotavrin 
sintetiziran v laboratoriju. Delovanje te molekule so preučevali tudi že v številnih kliničnih 
študijah in je obetavna kandidatna molekula za preventivno zdravljenje pred nastopom 

















1 Točka pI je pH, kjer je vrednost neto naboja na molekuli enaka 0. 





Kot drugi inhibitor smo uporabili resveratrol. Je naravna spojina, ki jo najdemo v grozdju 
in jagodičevju ter posledično tudi v izdelkih, kot je rdeče vino. Molekula ima tako 
antioksidativne kot protivnetne lastnosti. Tako in vivo2 kot in vitro3 raziskave vpliva 
resveratrola pri Alzheimerjevi bolezni kažejo, da molekula igra pomembno vlogo pri 
preprečevanju in zdravljenju omenjene bolezni. Eden izmed učinkov je zmanjševanje 
citotoksičnosti, inducirane s strani amiloida , ki se izraža tudi v možganskih celicah. Učinek 
resveratrola je direktna inhibicija nastanka amiloidnih fibril, ter indirektni močni 













1.6 Infrardeča spektroskopija 
 
 Vse od leta 1800, ko je Herschel odkril infrardečo svetlobo (IR) se znanstveniki trudijo 
najti načine njene uporabe. Verjetno najbolj uporabno (vsaj s stališča strukture in analize 
molekul) lastnost infrardeče svetlobe uporabimo pri spektroskopiji. Energija infrardeče 
svetlobe ustreza nihanjem posameznih fragmentov v molekuli, kar predstavlja temelj 

















2 Proces, ki poteka v živem organizmu. 
3 Proces, ki poteka v nadzorovanem okolju zunaj živega organizma. 
Slika 9: Primer spektrometra FTIR, zadnje, 3. generacije [10]. 
Slika 8: Molekula resveratrola [9]. 
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 Infrardeča spektroskopija z uporabo svetlobe v IR-delu spektra elektromagnetnega 
valovanja (3 ∙ 10 𝐻𝑧 −  3,8 ∙ 10 𝐻𝑧 ) povzroči spremembe vibracijskih stanj molekule. 
Fotoni IR-sevanja imajo valovne dolžine od 0,78  do 1000 μm, kar je dovolj velika energija, 





 . (1.1) 
 
V enačbi (1.1) E predstavlja energijo fotona, h Planckovo konstanto                                                
(ℎ = 6,626 ∙ 10  𝐽𝑠) in c  hitrost svetlobe (𝑐 = 2,997 ∙ 10  𝑚/𝑠). Poznamo še dve osnovni 
zvezi iz katerih lahko izrazimo omenjeno enačbo za energijo, 
 
 𝜈 =     in   𝜈 =

 . (1.2 in 1.3) 
 




=  , (1.4) 
predstavlja recipročno vrednost valovne dolžine v enotah cm-1. V enačbi (1.4) 𝜅  predstavlja 
omenjeno valovno število,  valovno dolžino in 𝜈 frekvenco valovanja.  
 
Razpon infrardečega območja valovanja je 12800–10 cm-1 in ga razdelimo na tri različna 
območja: 
 
 sevanje IRA (angl. near-infrarded region), ki je med 12800 in 4000 cm-1 (: 0,78–
2,5 μm), 
 sevanje IRB (angl. mid-infrared region), ki je med 4000 in 400 cm-1 (: 2,5–25 μm), 












Slika 10: Umestitev IR svetlobe v celotni spekter 
elektromagnetnega valovanja [12]. 
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Sevanje IRA lahko vzbudi višje harmonike vibracij molekul, sevanje IRB je primerno za 
študije osnovnih vibracij, območje IRC pa je poleg mikrovalovnega območja in ima nizko 
energijo in se zato uporablja za preučevanje rotacijske spektroskopije in nihanja kristalnih 
rešetk [13]. 
 
Kaj sploh so fotoni? Ko govorimo o svetlobi, moramo vedeti, da je svetloba sestavljena 
iz diskretnih paketov energije, imenovanih fotoni. Vsak foton nosi točno določeno količino 
energije, ki je neposredno odvisna od njegove frekvence. Interakcijo IR elektromagnetnega 
valovanja z molekulami imenujemo absorbcijski proces, kjer je razlika v energiji med dvema 
energijskima stanjema enaka energiji fotona, 
 
 Δ𝐸 = (ℎ ∙ 𝜈) =

 . (1.5) 
Za absorpcijo fotona je pomembno, da je molekula IR aktivna. Če želimo, da je nihanje 
IR aktivno je nujna sprememba dipolnega momenta med absorpcijo fotona IR svetlobe. 
Elektromagnetno sevanje je kombinacija nihajočega električnega polja in nihajočega 
magnetnega polja. Na primer, da je naš vzorec električni dipol, slednji pa lahko oscilira samo 
pri enaki frekvenci kot jo ima vpadajoče polje. Sevanje polja bi povzročilo prav to, osciliranje 
dipola, energija fotonov bi se porabila za prehod iz osnovnega stanja v prvo vzbujeno stanje. 
Posledično, absorpcija povzroči zmanjšanje v jakosti fotonov IR žarka, ki grejo skozi dipol. 
Če naše telo nima dipola, ali zaradi kakršnega koli drugega razloga dipol ne more oscilirati pri 
točno tej frekvenci, potem ne pride do zmanjšanja intenzitete IR žarka in gre slednji ne moteno 
skozi molekulo [14]. Zadeva je podobna na molekularnem nivoju. Vzemimo za primer 
nepolarno molekulo Cl2, torej dva enaka atoma, med seboj povezana s kovalentno vezjo, ki se 
obnaša kot vzmet. Predstavljajmo si, da atoma malo povlečemo narazen in nato spustimo. 
Sčasoma, ko sicer zanihata, se postavita nazaj na ravnovesno razdaljo. Kot omenjeno, atoma 
zanihata pri neki frekvenci, ampak ali bi to dejansko povzročilo dipol, ki oscilira? Ne, ker 
zaradi nihanja z enako frekvenco molekula ne naredi dipola, na katerega bi delovali fotoni IR-
sevanja. Prišli smo do zaključka, da molekula Cl2 ni IR-aktivna.  
 
V primeru polarne molekule je zadeva drugačna. Za primer vzemimo dva različna atoma 
(HCl) z različnima elektronegativnostma, pritrjena na »vzmet« (vez). Ker je tokrat prisoten 
električni dipol, molekula reagira s fotoni nihajočega polja, ki gredo skozi molekulo. Molekula 
HCl je torej IR-aktivna in absorbira pri frekvencah, ki predstavljajo energijo fotona, ki je 
primerna za pretvorbo v kinetično energijo molekule. Slednja torej zaniha in spremeni 
vibracijsko stanje [14]. 
 
Molekulske vibracije lahko opišemo s premikanjem dveh masnih točk povezanih z 
vzmetjo. Kadar ju oddaljimo in spustimo, pričneta oscilirati – odvisno od njunih mas in 
prožnosti vzmeti, s katero sta povezani. Kadar je masa na enem koncu vzmeti prosta, vzmet 
pa je na drugem koncu pritrjena, se lahko vzmet upogne tudi vstran, torej masa »niha« naprej 
in nazaj. Atomi v molekuli se obnašajo na podoben način, kot ponazorita opisana primera. Vsi 













Število načinov nihanja je odvisno od velikosti in vrste molekule. Če je molekula 
nelinearna7, potem imamo 3N-6 načinov, če pa je linearna6 pa le 3N-5 , kjer  N predstavlja 
število atomov v molekuli. Niso pa vsa ta nihanja IR aktivna. Na sliki 11 je nekaj različnih 


















Znano je, da je točna frekvenca, pri kateri bo dani IR-žarek absorbiran, odvisna od veliko 
dejavnikov. Če si atome in vezi med njimi zopet predstavljamo kot mase in vzmeti, lahko po 
taki analogiji zadevo poenostavimo s harmonskim oscilatorjem. Za razumevanje je treba 
poznati tako začetno kot končno lastno stanje (angl. eigenstate). Energijo En lastnega stanja 
harmonskega oscilatorja lahko zapišemo kot, 
 
 𝐸 = 𝑛 +  ∙     . (1.6) 
V enačbi (1.6) n predstavlja vibracijsko kvantno število, ki je v intervalu (0,). Če poznamo 
vibracijsko frekvenco vibracije lahko zgornjo enačbo poenostavimo na  
 
 𝐸 = 𝑛 + ∙ ℎ𝜈  . (1.7) 
Slika 11: Primer IR aktivnih in neaktivnih molekul [15]. 
Tabela 1: Tabela nihanj in načinov nihanj. 
Nihanje Smer nihanja Način nihanja
Ravninsko nihanje Strižno nihanje (angl. scissoring)  
Zibno nihanje (angl.rocking)
Nihanje zunaj ravine Kolebno nihanje(angl.wagging)  
Zvijanje(anlg.twisting)
Vzdolžno valenčno nihanje 
(angl.stretching)
Nihanje vzdolž vezi Simetrično nihanje      
Asimetrično nihanje




V enačbi (1.7) je 𝜈  vibracijska frekvenca. Prehodi med energijskimi nivoji vibracij se zgodijo 
zaradi absorpcije fotona, slednje pa je možno le, če je energija radiacije (ℎ𝜈 ) točno enaka 
razliki energije (ΔEnn՝) med kvantnim vibracijskim stanjem n in n՝. To lahko izrazimo kot, 
 
 ℎ𝜈 = 𝐸 ՝−𝐸 = 𝑛՝ −  𝑛  ℎ𝜈   . (1.8) 
Če upoštevamo najbolj verjetne prehode, torej samo med sosednjimi lastnimi stanji, lahko 
zapišemo 
𝑛՝ −  𝑛 = ±1  . 
Prehod je pozitiven, če je IR-foton absorbiran, in negativen, če je emitiran. Ko je foton 
absorbiran, lahko zapišemo 
 ℎ ∙ 𝜈 = ℎ ∙ 𝜈  . (1.9) 
Zaradi enačb (1.7) in (1.9) lahko, če poznamo frekvenco svetlobe, ki je absorbirana, določimo 
frekvenco oscilatorja in poiščemo konstanto vzmeti, ali v našem primeru vezi, 
 
  𝜈 = 𝜈 =   . (1.10) 
Kvantna mehanika nas uči, da sta tako vibracijsko kot rotacijsko stanje kvantizirani in da 
so možni samo določeni prehodi med osnovnim in vzbujenim stanjem. Obstajajo tako 
imenovana izbirna pravila (angl.selection rule), ki opišejo ali je določen prehod dovoljen. 
(izpeljava in razlaga pogojev za absorbcijo IR fotona v dodatku A) [16]. 
1.6.1 Michelsonov interferometer in Fourierova transformacija 
 
Michelsonov interferometer in Fourierova transformacija sta bistvena elementa, ki loči 
FTIR spektrometer od disperzijskega. Disperzijski spektrometri, ki so se začeli razvijati okoli 
30-ih let 19. stoletja, so pripomogli, da je infrardeča spektroskopija postala pogostejša 
analitična tehnika za določanje organskih spojin v laboratoriju. V 70-ih letih 20. stoletja so 
izumili spektrometer FTIR, vendar se je še nekaj časa uporabljal samo v naprednih raziskavah. 
Zaradi tehnološkega napredka in močnejših računalnikov se je spektrometer FTIR bolj 
uveljavil in postal dostopnejši za uporabo. 
 
Kratica FTIR pomeni Fourierova Infrardeča spektroskopija na Fourierjevo transformacijo 
(ang. Fourier-Transformed infrared spectroscopy). Najpomembnejši del spektrometra FTIR 
je Michelsonov interferometer. Interferometer je srce spektrometra in ima glede na 
spektrometre prejšnjih generacij veliko prednosti, predvsem hitrejše zajemanje podatkov, več 
možnih meritev in natančnejše zajemanje podatkov. Glavni sestavni deli so pravokotni 
ogledali, razdelilnik  žarka (angl. beamspliter) in detektor.  
 
Deluje po dokaj preprostem principu detekcije razlike poti dveh žarkov. Eno izmed 
ogledal je fiksirano, drugo pa se premika. Ko žarek, ki zajema širok spekter frekvenc, posveti 
v interferometer, najprej zadene razdelilec žarka, ki pol svetlobe prepusti, pol pa odbije. Nato 
eden od žarkov zadene premikajoče se ogledalo, drugi pa fiksno. Če je razdalja, ki sta jo žarka 
prepotovala, enaka ali, drugače povedano, če je razdalja od razdelilca žarka do obeh ogledal 
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enaka, stanje definiramo kot ZPD, brez razlike poti (ang. zero path difference). 
Kaj bi se zgodilo, če bi se eno od ogledal premikalo stran od žarka? Žarek bi potoval do 
tega ogledala dlje časa kot tisti, ki je zadel fiksno ogledalo. Razdaljo premikajočega se ogledala 
od ZPD označimo z Δ. Torej je očitno, da je dodatna razdalja, ki jo žarek prepotuje, 2Δ. 
Dodatna razdalja je definirana kot OPD, razlika poti (angl. optical path difference), in je 
predstavljena z delto, torej 
 𝛿 = 2𝛥 . (1.11) 
Na sliki 12 lahko vidimo opisani sistem ogledal, ZPD in OPD. Z oranžno puščico je 
prikazan vpadni žarek. Vidno je, kako se na polprepustnem ogledalu žarek razdeli na 2 žarka, 

















V primerih, kadar je OPD večkratnik valovne dolžine, se pojavi konstruktivna interferenca 
(slika 13). Do tega pride, ker se vrhovi prekrivajo z vrhovi, doline valovanja pa se prekrivajo 
z dolinami. Posledično z detektorjem zaznamo maksimalno jakost signala. Stanje torej lahko 
opišemo kot 
 
 𝛿 = 𝑛 ,  (1.12) 











Nasprotno, kadar OPD znaša polovico valovne dolžine ali njen lihi večkratnik, se pojavi 
destruktivna interferenca (slika 14), ker se vrhovi prekrivajo z dolinami. Posledično z 
detektorjem zaznamo minimalno jakost signala. Stanje lahko opišemo z novo enačbo, 
Slika 13: Primer konstruktivne interference [18]. 
Slika 12: Prikaz sistema ogledal v Michelsonovem interferometru [17]. 
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 𝛿 =  𝑛 + ∙  , (1.13) 








To sta dve ekstremni stanji. Če OPD ni niti n-večkratnik valovne dolžine niti (𝑛 + 1/2) 
večkratnik valovne dolžine, potem bi morala biti interferenca med konstruktivnim in 
destruktivnim, torej med maksimumom in minimumom. Ker se ogledalo premika naprej in 
nazaj, se jakost signala povečuje in zmanjšuje, kar se pokaže kot dvigovanje kosinusnega vala. 
Prikaz definiramo kot interferogram [11]. Interferogram vsebuje vse frekvence (oz. valovne 
dolžine) svetlobe s katero smo obsevali naš vzorec. Prepoznamo ga najlažje po tem, da ima 
vrh na sredini grafa, kjer je ZPD (OPD = 0) in po zapletenem nihanju ob njem. Svetlobni vir, 
s katerim obsevamo naš vzorec ima spektralno porazdelitev dano z I(𝜅). Ker je svetloba, ki je 
sestavljena iz različnih valovnih dolžin nekoherenta, je skupna intenziteta svetlobe ki jo izmeri 
detektor, zapisana kot integral po vseh valovnih številih, 𝜅. Zapišemo, 
 




kjer θ predstavlja fazno razliko med dvema žarkoma, ko se ponovno združita in je θ = 2𝜋κ∆, 
𝐼(∆) pa predstavlja intenziteto žarka kot funkcijo odmika. Signal v enačbi (1.14) je sestavljen 
iz moduliranega in nemoduliranega signala, moduliran ali »AC« signal imenujemo, že prej 
omenjeni, interferogram. Opazujmo samo ta, moduliran del,  
 
 𝐼(∆) = ∫ I(κ) cos(2𝜋κ∆)𝑑κ
∞
0
 . (1.15) 
Če dovolimo da je spektralni signal simetričen okoli κ , potem je porazdelitev lahko 
premaknjena za −κ , da tako postane soda funkcija. Interferogram sedaj lahko zapišemo kot,  
 
 𝐼(∆) = ∫ I(κ)
∞
−∞
𝑒𝑖 ∆𝑑κ . (1.16) 
Po integriranju imaginarni del izgine in funkcija 𝐼(∆) je realna. Vidimo intenziteto kot 
funkcijo premika in intenziteto kot funkcijo valovnega števila, kar tvori Fourierov dvojček s 
koeficientom   . 
Z samim interferogramom (enačba 1.16) si težko pomagamo saj izgleda nam ne razumljivo in 
je funkcija odmika (oz. kraja). Iz domene kraja preidemo v frekvenčno domeno s Fourierovo 
transformacijo, ki pa je nam bolj poznana in tako dobimo nam poznano sliko, spekter. Torej 
kar nas zanima je intenziteta kot funkcija valovnega števila, kar pa lahko pridobimo iz 
interferograma z inverzno Fourierovo transformacijo kot 
Slika 14: Primer destruktivne interference [18]. 
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 𝐼(σ) = 2 ∫ I(∆) 𝑒 ∆𝑑∆ . (1.17) 
V praksi se ogledalo premika z konstantno hitrostjo in detektor bo posnel intenziteto kot 
funkcijo časa, ki je dejansko funkcija odmika, saj gre za konstantno hitrostjo. Potem pa bi 
intenziteto kot valovno število prav tako pridobili z inverzno Fourierovo transformacijo [20] 
. Na sliki 15 sta prikazana tako interferogram (slika 15A) kot spekter (slika 15B). 
 
1.6.2 Merilne tehnike 
 
Najpomembnejši merilni tehniki vibracijske spektroskopije sta transmisijska in oslabljena 
popolna refleksija ali ATR. Pri delu s spektrometri smo delali po načelu oslabljene popolne 
refleksije, zato je slednja opisana podrobneje. Transmisijska tehnika se uporablja vse redkeje. 
Glavni razlog za to je naslednji, pri transmisiji je pomembna čim krajša optična pot, pri ATR 
pa se izognemo problemom, ki nastanejo v sistemih z zelo velikim ekstincijskim koeficientom 
in s potrebno kratko dolžino optične poti. Na tak način se izognemo nasičenju absorpcijskih 




Transmisijska spektroskopija se lahko uporablja za preučevanje plinastih, tekočih ali trdnih 
snovi. Kvantitativno ocenjevanje temelji na osnovi Beer-Lambertovega zakona, 
 
 𝐴 = log = ?̃?‧ε‧d . (1.11) 
V enačbi (1.11) A predstavlja absorbanco, I0 intenziteto svetlobe pred vzorcem, I intenziteto 
svetlobe po vzorcu, 𝑐 koncentracijo preiskovane snovi, 𝜀 molarni ekstincijski koeficient in d 
dolžino svetlobe poti v vzorcu. Absorpcijski zakon oz. Beer-Lambertov zakon opisuje 
absorpcijo svetlobe pri prehodu skozi obarvano raztopino ali ne povsem prozorno snov. Ko 
gre za delo s trdnimi snovmi je postopek težji, potrebno je prah trde snovi stisniti v tableto in 
v večini primerov zmešati s KBr (saj nima reakcije z IR svetlobo)  [21]. 
Slika 15: (A) Interferogram bele svetlobe. (B) Spekter bele svetlobe po uporabi Fourierove transformacije 




Za snemanje proteinov v fiziološkem okolju uporabljamo merilne celice, ki so narejene iz 
ne vodotopnih materialov, kot so CaF2, BaF2 in ZnSe. Glavna težava pri meritvah proteinskih 
raztopin nastane zaradi močne absorpcije vode, kar pripelje do prekrivanja vibracijskih 
signalov. Problematično je predvsem območje okoli 1645 cm-1, kjer se nahajajo deformacijska 
nihanja molekul vode. Ti signali prekrijejo pomembne signale amidnega I vrha. Da preprečimo 
takšno prekrivanje signalov, pri transmisiji uporabljamo tanke proteinske filme, debeline 
10 μm ali manj, ali pa za topilo uporabimo D2O (težka voda), pri čemer se vrh, ki pripada 
prečnemu nihanju, premakne k 1210 cm-1. Običajno pri IR-spektroskopiji uporabljamo vzorce 
s koncentracijo od 0,1 do 10 mM. 
 
Oslabljena popolna refleksija 
 
Oslabljena popolna refleksija (angl. attenuated total reflection (ATR)) je eden od načinov 
snemanja IR-spektrov v refleksiji. Za razliko od transmisije se pri ATR izognemo težavam, ki 
nastanejo v sistemih z zelo velikim ekstinkcijskim koeficientom, s potrebno kratko dolžino 
optične poti. Na ta način se izognemo nasičenju absorbcijskih vrhov in s tem neuporabnosti 
pridobljenih spektrov za kvantitativno analizo.  
 
Pri metodi ATR vzorec namestimo na kristal z lomnim količnikom, ki mora biti večji od 
lomnega količnika vzorca. IR-žarek je usmerjen na kristal pod kotom, ki omogoči popoln 
odboj IR-žarka v prostor med kristalom in vzorcem. Popoln odboj je možen samo, kadar žarek 
vpada na mejo med optično gostejšim in optično redkejšim sredstvom. Žarek se v celoti odbije, 
samo če je vpadni kot večji od mejnega kota4. Za lažjo predstavo imamo opisano tudi 
















Vidimo, da se del žarka A odbije – A´, del pa je prepuščen – A. To se zgodi, kadar je 
vpadni kot manjši od kritičnega kota oziroma mejnega kota. Zeleni žarek, C, predstavlja naš 
žarek popolnega odboja, ki se zgodi v celici ATR. Lomni zakon povezuje vpadni in lomni kot 
z lomnima količnikoma snovi,  
 
4 Mejni kot je kot, pri katerem se svetloba ne odbije, temveč potuje po površini sredstva. 




 𝑛 ∙ sin( ) = 𝑛 ∙ sin( ) . (1.12) 
V enačbi (1.12) n1 in n2 predstavljata lomna količnika snovi,   in   pa vpadni in lomni kot. 
Napisani lomni zakon velja tako za prehod svetlobe iz optično redkejše v optično gostejšo snov 
kot tudi obratno. Kadar je vpadni kot   večji od mejnega  , ne pride do loma svetlobe, ker 
se odbije v celoti nazaj v snov. Ker vemo, da je kritični kot enak 90° ( ), lahko izraz 
poenostavimo na, 
  = sin  . (1.13) 
Na sliki 17 je prikazano potovanje IR-žarka od vira do detektorja, slednji naj bi se odbijal samo 















S popolnim odbojem nismo pojasnili, kako pride naš vzorec v stik z IR-žarkom, saj slednji 
nikoli ne zapusti kristala ATR. Kljub popolnemu odboju IR-žarka na površini kristala se na 
robu kristala pojavi pojemajoče valovanje, ki delno prodre v preiskovani vzorec (angl. 
evanescent), kar imenujemo tudi pojemajoči val (angl. evanescent wave). Torej na delih, kjer 
je vzorec v stiku s pojemajočim valom, se specifični deli IR-žarka absorbirajo glede na 
kompozicijo vzorca. Odbitemu žarku torej primanjkuje tisto, kar se je absorbiralo v vzorec. 
Od tukaj izvira ime oslabljena popolna refleksija (ATR). 
 
Vdorna globina (angl. penetration depth, dp) pojemajočega valovanja je odvisna od 
valovne dolžine (od 0,5 do 5μm) žarka, vpadnega kota na površini med kristalom in vzorcem 
ter od lomnega količnika kristala in medija našega vzorca. Frekvenca pojemajočega valovanja 
je enaka frekvenci vstopnega žarka, amplituda pa pada eksponentno z oddaljenostjo valovanja 
od stika med kristalom in vzorcem.  
 
Vdorna globina je definirana kot razdalja do točke, ko je amplituda pojemajočega 
valovanja zmanjšana na 37 % maksimalne vrednosti. Vdorno globino lahko izračunamo po 
enačbi, 
 
  𝑑 =

∙ 
 , (1.14) 
 
Slika 17: Prikaz odboja žarka v celici [23]. 
19 
 
kjer  predstavlja valovno dolžino vpadle svetlobe v vakuumu, n1 lomni količnik kristala ATR, 
n2 lomni količnik vzorca in  vpadni kot [22]. 
 
Uporaba spektroskopije ATR z enim odbojem v primerjavi s standardnimi vibracijskimi 
tehnikami omogoča delo s proteini, raztopljenimi v vodnih raztopinah oz. različnih pufrih. 
Dovoljuje tudi delo z nizkimi koncentracijami topljenca, kot je bilo v našem primeru, in 
preprečuje nasičenje najbolj intenzivnih spektralnih trakov. Prav zaradi nenasičenja 
najintenzivnejših vrhov, ki v primeru raztopin navadno pripadajo topilom, te lahko odštejemo 
od izhodnega spektra. Preostanek spektralnih informacij nam omogoča uspešno analizo 
strukturno odvisnih proteinskih vrhov, kot so amidni spektralni pasovi I, II in III. 
 
1.6.2.1 Diferenčna spektroskopija 
 
Pri obdelavi podatkov smo uporabili diferenčno spektroskopijo. Diferenčno 
spektroskopijo uporabljamo predvsem za opazovanje manjših spektralnih sprememb. Z 
omenjeno metodo analiziramo spekter, ki ga izračunamo kot razliko med dvema spektroma, 
posnetima ob na primer različnih temperaturah. 
 
 Diferenčna spektroskopija je zelo pomembno orodje, saj je občutljiva na majhne 
spremembe v spektralnih vrhovih, ki nastanejo zaradi motenj v okolici. Diferenčna metoda 
med seboj odšteje dele vrhov, na katere zunanje motnje nimajo vpliva, tako da ostanejo vidni 
le vrhovi, na katere so vplivali zunanji pogoji (na primer temperatura in čas). Prav zato je 
diferenčna metoda zelo pomembno orodje, ko govorimo o obdelavi spektrov FTIR. Na sliki 
19 lahko vidimo razliko med diferenčnim spektrom in proteinskima spektroma. 
 
Diferenčna spektroskopija ponuja kvantitativne analize. Največja prednost ali pozitivna 
lastnost diferenčnega spektra je, da vsebuje le vrhove, ki niso skupni obema izhodnima 










Glavni namen diferenčne spektroskopije je poenostaviti infrardeči spekter. Vrhovi, ki po 
izračunu diferenčnega spektra ostanejo v njem, so neposredno povezani s strukturnimi 
spremembami, ki nastanejo kot posledica zunanjih sprememb [7]. 
  





Cilji in hipoteze 
 
 
Cilj diplomskega dela je preizkusiti uporabnost metode infrardeče spektroskopije za 
spremljanje strukturnih sprememb konkanavalina A. Radi bi pokazali, da lahko našo študijo 
izvedemo po načelu oslabljene popolnbe refleksije. Diferenčna spektroskopija je metoda, 
občutljiva na majhne strukturne spremembe, ki jih pričakujemo ob tvorbi proteinskih 
agregatov, zato je za dosego cilja najprimernejša. Kot modelni protein smo izbrali 
konkanavalin A, predvsem zaradi njegove zanimive lastnosti, da je sposoben ob ustreznih 
pogojih tvoriti tako urejene kot neurejene agregate. Za inhibitorja smo uporabili homotavrin 
in resveratrol, oba že znana inhibitorja tvorbe urejenih proteinskih agregatov. 
 
Hipoteza 1: Višanje temperature prehoda z višanjem koncentracije inhibitorja 
Pri opazovanju agregacije konknanavalina A pri termodinamsko gnani agregaciji pričakujemo 
sigmoidno odvisnost. Radi bi spremljali temperaturo prehoda iz raztopine v agregate z in brez 
inhibitorjev. Pričakujemo da se bo temperatura prehoda zamaknila oz. povišala z višanjem 
koncentracije inhibitorja. Za boljše ovrednotenje rezultatov pa bi radi določili negotovost 
temperatur prehoda glede na negotovosti točk v začetnih spektrih. 
 
Hipoteza 2: Podrobno spremljanje strukturnih sprememb agregacije  
Diferenčna spektroskopija je občutljiva na majhne strukturne spremembe, zato pričakujemo 
da bomo uspeli razlikovati med urejenim in neurejenim tipom agregacije, tako ob prisotnosti 






Materiali in metode 
 
3.1 Priprava raztopin 
3.1.1 Kisel in bazičen medij 
 
Konkanavalin A za tvorbo amiloidov potrebuje bazičen pH, za tvorbo amorfnih agregatov 
pa vrednost pH približno 5, zato smo naredili tako kisel kot bazičen medij – dva fosfatna pufra, 
enega pri pH 5 in drugega pri pH 9 s koncentracijo pufrov 0,1 M [mol/l]. 
 
Za 0,1-M bazični pufer (pH 9) smo uporabili K2HPO4 (Mr = 174,2 g/mol) in pripravili 
raztopino s 50 ml dH2O (destilirana voda). Za 0,1-M kisli pufer (pH 5) pa smo uporabili 
KH2PO4 (Mr = 136,09 g/mol). Tudi to raztopino smo pripravili s 50 ml dH2O, vendar s pH 4. 
Ustrezen pH smo uravnali z dodajanjem ustreznega volumna bazične raztopine. V raztopinah 
kjer je bil konkanavalin A prisoten smo ga zatehtali čim manj in nato ostalo umerili tako, da 
je bila njegova koncentracija v raztopini 20mg/ml. 
 
 Naslednji set raztopin smo pripravili s pufrom in inhibitorjem, s koncentracijo 10 mM. 
Tako smo dobili 4 različne raztopine. Resveratrol v kislem in bazičnem mediju ter homotavrin 
v kislem in bazičnem mediju. Za lažje nadaljnje razumevanje poimenujmo ta tip raztopine 
raztopina A, shema je prikazana na sliki 20. V nadaljevanju smo vsako možno raztopino A 
redčili na 4 koncentracije (npr. 10-mM raztopino resveratrola v pufru s pH 5 smo razredčili še 


















Slika 20:Shema 4 različnih raztopin. 
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3.1.2 Konkanavalin A 
 
Pri konkanavalinu A nas je zanimalo, kako se bo odzival v kislem ali bazičnem okolju ob 
prisotnosti inhibitorja, torej z vsako od štirih raztopin A. Za nadaljnje razumevanje 




Glede na znanje, pridobljeno pri predhodnem raziskovalnem delu opravljenem na odseku 
za strukturo biomolekul, smo pripravili naslednja koncentracijska (molarna) razmerja: 
 
 Inhibitor : konkanavalin A 
o 0 : 1 
o 0,25 : 1 
o 0,5 : 1 
o 0,75 : 1 
o 1 : 1 
 
Ker nas zanimata tako raztopina A kot raztopina B pri dani koncentraciji, smo potrebovali 8 
različnih raztopin za vsako napisano razmerje. Primer sheme, ki prikazuje potrebne raztopine 
za dano koncentracijo (koncentracijsko razmerje), je prikazan na sliki 22. 
 
 





Prikaz mikrocentrifugirk na shemi slike 22 prikazuje vse raztopine, s katerimi pokrijemo 
določeno koncentracijo. Takšen set raztopin smo torej naredili štirikrat. Naredili smo še dve 
dodatni raztopini, ki nista prikazani, in sicer konkanavalin A v kislem in konkanavalin A v 
bazičnem mediju, brez dodatka inhibitorja. 
 
3.1.2.1 Termodinamsko gnan proces 
 
Spektre pripravljenih raztopin smo posneli v temperaturnem območju med 25 °C in 80 
°C, s temperaturnim intervalom 5 °C. V izogib vrhom, ki nastanejo kot posledica absorpcije 
kristala, smo spektre prazne celice posneli pred vsako meritvijo (tako pred snemanjem 
raztopine A kot raztopine B). Da smo raztopinam zagotovili enake pogoje, so bile 
mikrocentrifugirke skozi celoten proces merjenja postavljene v led. Pred vsako meritvijo smo 
kristal očistili z destilirano vodo. 
 
3.2 Spektroskopija FTIR 
 
Vsi spektri so bili posneti na Brukerjevem spektrometru Vertex 80. Uporabili smo 
primerno celico ATR Golden Gate družbe Specac z diamantnim kristalom in temperaturnim 
regulatorjem. Vsi spektri so bili posneti v spektralnih območjih 4000 cm-1 in 500 cm-1, s 
spektralno resolucijo 4 cm-1. 
Razlog, da smo pri vsaki seriji meritev snemali tako raztopino A kot raztopino B, je v tem, 
da so njuni spektri potrebni pri obdelavi podatkov. Uporabili smo jih tako pri računanju 
temperature prehoda iz raztopine v agregate kot pri diferenčni spektroskopiji. Za boljšo 
ponazoritev je pripravljena tabela 2, kjer lahko razberemo vse možne raztopine. 




Izmerjene podatke oz. spektre smo obdelali v programu Opus. Po končani temperaturni 
meritvi smo za vsako temperaturo odšteli raztopino A od pripadajoče raztopine B (pripadajoča 
raztopina pomeni, da se raztopini ujemata v vrednosti pH pufra in inhibitorju). V spodnjih 
dveh tabelah (tabela 3 (A in B)) je viden začetni postopek obdelave spektrov. V tabeli 3A so 
začetni spektri raztopin A in B, v tabeli 3B pa prvič odšteti proteinski spektri. 
 
Po odštevanju proteinskih spektrov imamo torej 12 končnih spektrov za določeno 
koncentracijo, pH in inhibitor, kar prikazuje tabela 3-B. Iz tabele 2 vidimo da imamo na koncu 
16 takšnih tabel. Za večjo natančnost smo od vseh 12 spektrov odšteli tistega pri najnižji 
temperaturi, 25 °C. Torej se obdelava konča z 11 spektri. V tabeli 4 (B) so končni spektri, ki 
smo jih v naslednjem koraku integrirali. Pridobljeni so bili tako, da smo od že odštetih spektrov 
(tabela 4A) odšteli spekter pri 25 °C. Tako imamo sedaj 11 spektrov od 30 °C do 80 °C, v 
intervalih po 5 °C. 
Tabela 2: Tabela vseh 16 možnih raztopin. 
Tabela 3: Prvi del odštevanja spektrov. (A) Začetni neobdelani proteinski spektri. (B) Spektri po 
odštevanju raztopine A od raztopine B. 
Tabela 4: Drugi del odštevanja spektrov. (A) Spektri po odštevanju raztopine A od raztopine B. 
(B) Končni spektri, pripravljeni za integracijo. 
Raztopina A
Raztopina B











T [°C] Raztopina A Raztopina B T [°C] 1. odšteti spektri
25 Razt.A_T25 Razt.B_T25 25 Razt.B-A_T25
30 Razt.A_T30 Razt.B_T30 30 Razt.B-A_T30
35 Razt.A_T35 Razt.B_T35 35 Razt.B-A_T35
40 Razt.A_T40 Razt.B_T40  Razt.B_T** - Razt.A_T** 40 Razt.B-A_T40
45 Razt.A_T45 Razt.B_T45 45 Razt.B-A_T45
50 Razt.A_T50 Razt.B_T50 50 Razt.B-A_T50
55 Razt.A_T55 Razt.B_T55 55 Razt.B-A_T55
60 Razt.A_T60 Razt.B_T60 60 Razt.B-A_T60
65 Razt.A_T65 Razt.B_T65 65 Razt.B-A_T65
70 Razt.A_T70 Razt.B_T70 70 Razt.B-A_T70
75 Razt.A_T75 Razt.B_T75 75 Razt.B-A_T75






0,25 : 1 pH 5
T [°C] 1. odšteti spektri 0,25 : 1
25 Razt.B-A_T25 T[°C] 2. odšteti spektri
30 Razt.B-A_T30 30 Razt.B-A_T30-T25
35 Razt.B-A_T35 35 Razt.B-A_T35-T25
40 Razt.B-A_T40   Razt.B-A_T**-Razt.B-A_T25 40 Razt.B-A_T40-T25
45 Razt.B-A_T45 45 Razt.B-A_T45-T25
50 Razt.B-A_T50 50 Razt.B-A_T50-T25
55 Razt.B-A_T55 55 Razt.B-A_T55-T25
60 Razt.B-A_T60 60 Razt.B-A_T60-T25
65 Razt.B-A_T65 65 Razt.B-A_T65-T25
70 Razt.B-A_T70 70 Razt.B-A_T70-T25
75 Razt.B-A_T75 75 Razt.B-A_T75-T25





3.3 Temperatura prehoda 
 
 Eden od ciljev je pridobitev sigmoid in določitev temperatur prehoda iz raztopine v 
agregate. Na spodnji sliki (slika 23) je primer proteinskih spektrov, pridobljenih z 
odštevanjem. Raztopina A je bila v tem primeru bazični pufer in resveratrol kot inhibitor, 
raztopina B pa enaka raztopini A z dodatkom konkanavalina A. Resveratrol in konkanavalin 
A sta bila v razmerju 0,25 : 1, končna koncentracija konkanavalina A je bila 20 mg/ml.  
V naslednjem koraku odštejemo spekter posnet pri 25 °C od vsakega proteinskega spektra. 
Tako dobimo 11 novih spektrov pripravljenih za integracijo.  
 
Na sliki 24 imamo 11 diferenčnih spektrov, ki so bili integrirani v določenem območju. 
Območje smo določili na podlagi modelnih vrhov (tabela 5). Območje med 1630 cm-1 in 
Slika 23: 12 spektrov konkanavalina A od 25 °C do 80 °C, prikazani v programu OPUS. 
Slika 24: 11 diferenčnih spektrov z integriranim območjem 1630cm-1-1600cm-1, prikazanih v 
program u OPUS. 
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1600 cm-1 smo pripisali amiloidnim strukturam. Z integracijo omenjenega območja, lahko v 
odvisnosti od temperature spremljamo sigmoidno povečanje njegove integralne vrednosti, kar 
je prikazano kasneje na sliki 26. Na sliki vidimo odvisnost integralnih vrednosti od 
temperature. Prikazanih je vseh 11 ploščin. Na začetku krivulje lahko opazimo, da so podatki 
oz. ploščine malo raztresene, kar je popolnoma normalno, saj so razlike minimalne, opisan del 
krivulje prikazuje začetno fazo agregacije. Strmi del prikazuje eksponentno fazo naraščanja 
amiloidnih fibril, zadnji, zgornji del sigmoide, pa povzema stabilno fazo amiloidne fibrilacije. 
Omenjene faze bomo podrobneje pogledali v poglavju Rezultati – diferenčna spektroskopija.  
 
3.4 Interpretacija infrardečega spektra 
 
V letih in letih raziskav je bilo narejenih že veliko analiz z vibracijsko spektroskopijo in 
objavljenih je bilo ogromno rezultatov. Glavna pridobitev te velike mase podatkov je, da so 
določene skupine molekul vedno pokazale absorbcijo energije pri točno določenih delih 
spektra. Te informacije so bile povzete in predstavljene v različnih tabelah, primer je tabela 
(5). Približen položaj IR-absorbcijskega signala lahko določimo z upoštevanjem: 
 
 reducirane mase atomov5 (sodelujočih v nihanju), 
 tipa vezi (enojna, dvojna ali trojna), natančnega položaja elektrona donorskih in 
akceptorskih mest v intra- in intermolekularnem okolju in 
 vpliva drugih vibracijskih skupin. 
 
Kot omenjeno, se absorbcija določenih molekul vedno pokaže na enakem delu spektra. 
Pri proteinih so to amidni vrhovi I, II in III. Na sliki 25 lahko vidimo, kje na spektru so 
označeni. 
 
Prvi in hkrati najintenzivnejši vrh v spektru je amidni vrh I. V tem območju prevladuje 
vzdolžno valenčno nihanje C = O z manjšim prispevkom valenčnih nihanj CN, deformacij 
CαCN ter ravninskega prečnega nihanja NH. Opisana kompleksna sestava amidnega vrha I se 





5 Upoštevanje, da se okoli skupnega težišča gibljeta tako elektron kot proton in ne samo elektron. 
Slika 25: Primer spektra, z označenimi amidnimi območji. 
28 
 
Naslednji vrh, ki je viden na spektru, je amidni II. V amidnem vrhu II prevladujejo ravninska 
prečna nihanja NH in valenčna nihanja CN z manjšim prispevkom CO ravninskega prečnega 
nihanja CαC ter valenčnih nihanj NαC. Za lažjo predstavo poglejmo, kako je videti značilen 
infrardeči spekter na sliki 26, kjer so označena tudi amidna območja [7]. 
 
Amidni vrh I se pojavi pri približno 1645 cm-1, sledi mu amidni vrh II, ki se nahaja pri 
približno 1550 cm-1. Vrhu amidne regije II sledi območje, ki pripada nihanju stranskih verig, 
prikaz IR-spektra zaključuje amidna regija III. V tabeli 5 lahko vidimo, pri katerih valovnih 
dolžinah se pojavijo določeni amidni vrhovi in njihove konformacije. 
 
Pri samem preiskovanju proteinov nam vpliv okolja na vibracijske skupine velikokrat 
pomaga razumeti zgradbo in delovanje proteina. Dejstvo, da vse polarne vezi prispevajo k 
absorbciji IR-svetlobe, ima dobre in slabe lastnosti. Slaba je ta, da je spekter večjih molekul 
sestavljen iz številnih prekrivajočih se signalov, kar pomeni, da je veliko informacij zakritih 
pod močnejšimi signali. Kot že omenjeno, so vibracijske frekvence odvisne od jakosti 
kemijskih vezi in mas nihajočih atomov. Zaradi številnih prekrivajočih se vrhov iz IR-spektrov 
težko določimo strukturo proteinov, lahko pa zaznamo spremembe v proteinski strukturi. 
Vibracijska spektroskopija je zelo občutljiva na spremembe v jakosti vezi. Ker sta jakost in 
dolžina vezi neposredno povezani količini, lahko v procesu katalitske reakcije zaznamo 
spremembe v dolžini vezi reda velikosti 1 pm, spremembe pa lahko spremljamo v dolžini vezi 
0,2 Å in manj. Vibracijska spektroskopija je ena redkih tehnik, s katero lahko določimo tudi 
jakost H-vezi. Vodikove vezi namreč zmanjšajo frekvenco valenčnih nihanj in povečajo 
frekvenco prečnih nihanj. Poleg položaja in intenzitete signala nam pomembne informacije 
sporoča tudi širina samega signala. Zaradi kratke časovne skale, reda velikosti 10-13 s, 
vibracijska spektroskopija ponuja vpogled v trenutno stanje konformacijskih izomer. Položaj 
signala za določeno vibracijo se običajno od konformere do konformere rahlo razlikuje, zaradi 





Tabela 5: Prikaz položaja amidnih vrhov v spektru z valovnim številom. 
Amid I Amid II Amid III
zavoj 1664-1674 1563-1572 1257-1260
PPII 1648-1654 1543-1546 1308-1311
PPII-konformacija 1634-1640 1560-1550 1308-1311
αr 1643-1645 1550-1552 1290-1295
α-konformacija 1648-1654 1560-1550 1290-1295
β-konformacija 1648-1654 1560-1550 1270-1280
β-trak 1625-1630 / 1240-1243
β-ravnina 1685,1630-1640 / 1230
agregirane β-ravnine 1692,1618 1530 1219-1222









Ciljne sigmoidne krivulje, iz katerih lahko razberemo temperaturo prehoda, smo dobili z 
integracijo 11 končnih spektrov in računanjem ploščine pod njimi v danem območju spektra 
(1600 cm-1–1630 cm-1).  
 
Omenjeni termodinamsko gnan proces agregacije konkanavalina A še podrobneje 
opazujemo z diferenčno spektroskopijo. Kot posledica zvišanja temperature nastanejo 
konformacijske spremembe v nativni stukturi konkanavalina A. Metoda je primerna, ker je 
občutljiva na spremembe, ki so produkt spreminjanja dejavnikov v okolici. Tako z diferenčno 
spektroskopijo dobimo kot rezultat samo spremembe, ki so nastale zaradi sprememb v okolici. 
 
 
4.1 Agregacija konkanavalina A brez prisotnosti 
inhibitorjev pri pH 5 in pH 9 
 
 
Da bi bolje razumeli vpliv inhibitorjev na proces agregacije konkanavalina A, smo najprej 
spremljali proces agregacije brez prisotnosti inhibitorjev. 
 
Vrednost pH konkanavalina A, raztopljenega v 0,1-M fosfatnem pufru, smo umerili na 
pH 5 v prvem in na pH 9 v drugem primeru. Diferenčno območje med 1627 cm-1 in 1600 cm-
1 smo na podlagi asignacije modelnih vrhov (tabela 5) pripisali amiloidnim strukturam. 
 
Z integracijo diferenčnega vrha, pripisanega amiloidnim strukturam, lahko v temperaturni 
odvisnosti spremljamo sigmoidno povečanje njegove integralne vrednosti (slika 26). 
 
Pri pH 5 se diferenčni vrh pojavi pri malo višjih valovnih številih, tj. pri 1625 cm-1, kar 
nakazuje tvorbo neurejenih, amorfnih agregatov. Z integracijo omenjenega diferenčnega vrha 
smo pripravili sigmoidne krivulje, ki ponazarjajo tvorbo amorfnih agregatov v odvisnosti od 














Od spektrov konkanavalina A raztopljenega v 0,1-M fosfatnem pufru smo odšteli spekter 
topila (sliki 27A in 29A). Na prvi pogled spektri pri različnih temperaturah ne razkrivajo 
bistvenih razlik. Diferenčna spektroskopija je prav zaradi tega odlično orodje, saj močno 
izboljša spektralno resolucijo, ker odšteje vrhove, ki so skupni odštevancem. Na tak način v 
diferenčnem spektru ostanejo le pozitivni vrhovi, ki pripadajo zmanjševancu, in negativni 
vrhovi, ki pripadajo odštevancu. 
 
 
Slika 26: Odvisnost intenzitete diferenčnega vrha pri 1625 cm-1 od temperature za 
konkanavalin A raztopljen v 0,1-M raztopini fosfatnega pufra pri pH 5. Tm = 65,4 °C. 
Slika 27: (A) FTIR spektri raztopine konkanavalina A, posneti pri različnih temperaturah, pri pH 5 (črni pri 
35 °C, modri pri 60 °C in rdeči pri 75 °C). Spekter topila je odštet. (B) 50 °C – 30 °C, (C) 65 °C – 50 °C in 
(D) 80 °C – 65 °C. 
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Če povzamemo sliko 27, je na njej prikazana uporaba diferenčne spektroskopije za primer 
spremljanja konformacijskih sprememb v termodinamsko gnanem procesu agregacije 
konkanavalina A. Pri pH 5 smo pričakovali tvorbo amorfnih agregatov. Vrednost integralne 
intenzitete vrha pri 1625 cm-1, pripisanega amorfnim agregatom (tabela 5), nam v temperaturni 
odvisnosti izkaže sigmoidno odvisnost. 
 
Slika 27A prikazuje spektre posnete pri 35 °C (črn), 60 °C (moder) in 75 °C (rdeč). Slika 
desno zgoraj (27B) prikazuje začetni del agregacije, kjer smo spekter, posnet pri 30 °C, odšteli 
od spektra, posnetega pri 50 °C. Srednji del agregacije predstavlja slika 27C, kjer smo od 
spektra, posnetega pri 65 °C, odšteli spekter, posnet pri 50 °C. Slika 27D predstavlja končni 
del agregacije, diferenčni spekter na omenjeni sliki je bil izračunan kot razlika med spektrom, 
posnetim pri 80 °C, in spektrom, posnetim pri 65 °C. 
 
Na enak način kot pri spektrih konkanavalina A, posnetih v 0,1-M fosfatnem pufru pri pH 
5, smo postopali tudi v primeru pH 9. V rahlo bazičnem okolju smo pričakovali tvorbo 
urejenih, amiloidnih agregatov. Slednje pričakovanje je potrdila prisotnost diferenčnih vrhov 
med 1627 cm-1 in 1600 cm-1, ki nastopajo pri nižjih valovnih številih kot diferenčni vrhovi v 
primeru amorfne agregacije pri pH 5. 
 
Z integracijo diferenčnih vrhov smo pripravili krivuljo odvisnosti intenzitete od 
temperature. Krivulja tudi v tem primeru izkazuje sigmoidno odvisnost (slika 28). 
 
 
Sigmoidna krivulja, predstavljena na sliki 28, nam je omogočila pripravo slike 29, na 
kateri se levo zgoraj (slika 29A) nahajajo značilni spektri za posamezen del amiloidne 
agregacije. Črni spekter, posnet pri 35 °C, predstavlja začetno stopnjo agregacije, modri 
spekter (60 °C) srednjo stopnjo oz. stopnjo rasti in rdeči spekter (75 °C) končno oz. stacionarno 
fazo. 
 
Slika 28: Sigmoidna krivulja konkanavalina A pri pH 9. Sprememba integralne intenzitete 
diferenčnega vrha med 1627 cm-1 in 1600 cm-1 kot funkcija temperature. Tm =60,0 °C.  
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Slike 29B, 29C in 29D prikazujejo diferenčne spektre za posamezno fazo agregacijskega 
procesa. Diferenčni spekter na sliki 29B je izračunan za začetni del opazovanega procesa. Od 
spektra, posnetega pri temperaturi 35 °C, smo odšteli spekter, posnet pri 15 °C. Opazili smo, 
da je ta diferenčni spekter drugačen od diferenčnih spektrov na slikah 29C in 29D. Najočitnejša 
sprememba na spektru 30B nastopa v amidni regiji II, medtem ko pri zadnjih dveh spektrih 
najočitnejša sprememba nastopa v amidni regiji I. 
 
Drugi diferenčni spekter, spekter faze rasti, smo izračunali kot razliko med spektrom, 
posnetim pri 65 °C in 35 °C (slika 29C). Stabilno fazo amiloidne fibrilacije konkanavalina A 
predstavlja spekter na sliki 30D, ki smo ga izračunali tako, da smo spekter, posnet pri 65 °C, 
odšteli od spektra, ki smo ga posneli pri 80 °C. Na opisani sliki 29 imamo torej uporabo 
diferenčne spektroskopije za primer spremljanja konformacijskih sprememb v termodinamsko 















Slika 29: (A) FTIR spektri raztopine konkanavalina A, posneti pri različnih temperaturah (črni pri 35 
°C, modri pri 60 °C in rdeči pri 75 °C). Spekter topila je odštet. (B) 35 °C – 25 °C, (C) 65 °C – 35 °C 
in (D) 80 °C – 65 °C. 
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4.2 Agregacija konkanavalina A ob prisotnosti 
inhibitorjev 
 
Po študiji agregacije (urejene in neurejene) konkanavalina A smo želeli spremljati 
agregacijo pri enakih pogojih, vendar ob prisotnosti inhibitorjev. Kot inhibitorja smo izbrali 




V enako pripravljene raztopine kot v primeru agregacije konkanavalina A brez prisotnosti 
inhibitorjev smo pripravili tudi raztopine z inhibitorji v različnih množinskih razmerjih (tabela 
2). Na sliki 30 je predstavljena sigmoidna odvisnost tvorbe amorfnih agregatov konkanavalina 
A pri pH 5 v prisotnosti inhibitorja homotavrin v koncentracijskem razmerju 
inhibitor : konkanavalin A = 0,5 : 1. 
 
Na spodnjem grafu (slika 30) je torej vidna odvisnost intenzitete diferenčnega vrha pri 
1625 cm-1 od temperature, za konkanavalin A, raztopljen v 0,1-M raztopini fosfatnega pufra 
pri pH 5, ob prisotnosti inhibitorja. 
 
 Strukturne spremembe smo podrobneje spremljali z diferenčno spektroskopijo (slika 31). 
Na sliki 31A je s črno barvo predstavljen spekter konkanavalina A pri 35 °C, z modro pri 65 
°C in z rdečo pri 75 °C. Slika 31B prikazuje začetni del agregacije, kjer smo spekter, posnet 
pri 35 °C, odšteli od spektra, posnetega pri 50 °C. Srednji del agregacije predstavlja slika 31C, 
kjer smo od spektra, posnetega pri 70 °C, odšteli spekter, posnet pri 50 °C. Diferenčni spekter 
na sliki 31D predstavlja stacionarno fazo agregacije in smo ga izračunali kot razliko med 
spektrom, posnetim pri 80 °C, in spektrom, posnetim pri 70 °C.  
 
Slika 30: Sigmoidna odvisnost konkanavalina A v kislem mediju ob prisotnosti inhibitorja 




Kot smo za sigmoido na sliki 30 pripravili raztopino konkanavalina A in homotavrina v 
kislem mediju, tako smo jo pripravili tudi za sigmoido na sliki 32, le da smo imeli bazični 
medij, tj. s pH 9, in drugačno množinsko razmerje konkanavalin A : homotavrin = 0,75 : 1. 
Opazovali smo torej spremembo integralne intenzitete diferenčnega območja med 1627 cm-1 




Slika 31: (A) FTIR spektri raztopine konkanavalina A in homotavrina pri pH 5 v razmerju 0,5 : 1, 
posneti pri različnih temperaturah (črni pri 35 °C, modri pri 65 °C in rdeči pri 75 °C). Spekter topila je 
odštet. (B) 50 °C – 35 °C, (C) 70 °C – 50 °C in (D) 80 °C – 70 °C. 
Slika 32: konkanavalin A in homotavrin v bazičnem mediju s pH 9, v množinskem razmerju 0,75 : 1; 




Za nastanek slike 33 je bila enako kot pri zgornji sigmoidi (slika 32) uporabljena raztopina 
konkanavalina A in homotavrina v bazičnem topilu (mediju). Tokrat je bilo množinsko 
razmerje konkanavalin A : homotavrin = 0,5 : 1 
 
Spektri na sliki 33A so bili posneti ob različnih temperaturah, saj gre za termodinamsko 
gnan proces. Črni spekter predstavlja 35 °C, modri 60 °C in rdeči 75 °C. Slika 33 predstavlja 
začetni del agregacije, pridobljen kot razlika spektrov pri 40 °C in 30 °C. Spekter na sliki 33C 
smo naredili tako, da smo od spektra pri 65 °C odšteli spekter pri 50 °C. Spekter, ki predstavlja 




 Ko smo pri raztopinah uporabili za inhibitor resveratrol, smo postopali enako kot pri 
homotavrinu. Naredili smo raztopine pri različnih množinskih razmerjih, tako za kisli (pH 5) 
kot za bazični (pH 9) medij. Na spodnji sliki (slika 34) je prikazana sigmoidna odvisnost 
intenzitete diferenčnega vrha pri 1625 cm-1 od temperature za konkanavalin A, raztopljen v 
0,1-M raztopini fosfatnega pufra pri pH 5. Tokrat smo uporabili razmerje 






Slika 33: (A) FTIR spektri raztopine konkanavalina A, posneti pri različnih temperaturah (črni pri 35 °C, 
modri pri 60 °C in rdeči pri 75 °C). Spekter topila je odštet. (B) 40 °C – 30 °C, (C) 65 °C – 50 °C in (D) 




Procese konformacijskih sprememb smo podrobneje spremljali tudi z uporabo diferenčne 
spektroskopije. Sigmoida na sliki 34 nam je omogočila pripravo diferenčnih spektrov na sliki 
35. Uporabili smo enako razmerje (0,75 : 1) med inhibitorjem in konkanavalinom A in enak 
pH medija (pH 5). Levo zgoraj (slika 35A) vidimo značilne spektre za posamezen del 
agregacije. Črni spekter predstavlja 35 °C, modri je bil posnet pri 60 °C ter rdeči pri 75 °C. 
Slike 35B, 35C in 35D prikazujejo diferenčne spektre za posamezno fazo agregacijskega 
procesa.  
 
Slika 35: (A) FTIR spektri raztopine konkanavalina A, posneti pri pH 5 in različnih temperaturah (črni pri 35 
°C, modri pri 60 °C in rdeči pri 75 °C). Spekter topila je odštet. (B) 50 °C – 30 °C, (C) 70 °C – 50 °C in (D) 
80°C – 70 °C. 
Slika 34: Sigmoida za konkanavalin A in resveratrol v kislem mediju, v množinskem 




Spekter na sliki 35B smo pridobili z odštevanjem spektra pri 30 °C od spektra, posnetega 
pri 50 °C. Opazimo, da se razlikuje od ostalih dveh (sliki 35C in 35D). Slednja sta bila narejena 
pri razliki višjih temperatur, spekter levo spodaj (slika 35C) je spekter pri 70 °C, od katerega 
je bil odštet spekter pri 50 °C; opisani spekter predstavlja stabilno fazo agregacije. Zadnji 
spekter, D, je razlika spektrov, posnetih pri 80 °C in 70 °C. 
 
V naslednjem delu smo po enakem protokolu kot do sedaj naredili enako še za raztopino 
konkanavalina A in resveratrola v bazičnem mediju. 
 
Ploščine, ki sestavljajo našo sigmoido na sliki 36, so produkt množinskega razmerja 
resveratrol : konkanavalin A = 0,5 : 1. Kot omenjeno, je imel fosfatni pufer pH 9. Na sliki 36 
imamo torej spremembo integralne intenzitete diferenčnega vrha med 1627 cm-1 in                 
1600 cm-1. Na abscisni osi grafa je temperatura, saj gre za temperaturno gnan proces, na 




Za diferenčne spektre konkanavalina A in resveratrola v bazičnem mediju smo uporabili 
množinsko razmerje inhibitor : konkanavalin A = 0,75 : 1. Na sliki 37 lahko vidimo uporabo 
diferenčne spektroskopije za primer spremljanja konformacijskih sprememb v termodinamsko 
gnanem procesu fibrilacije prej opisane raztopine. 
Slika 36: Konkanavalin A pri pH 9 kot funkcija temperature. Tm = 61,8 °C. V množinskem razmerju 




Na sliki 37A imamo 3 značilne spektre, rdeči je bil posnet pri najvišji temperaturi, 80 °C, 
modri pri 60 °C in črni pri 30 °C. Takoj lahko vidimo, da je spekter na sliki 37B drugačen od 
naslednjih dveh. Predstavlja začetni del opazovanega procesa, sestavljen je iz razlike spektrov 
pri temperaturah 50 °C in 30 °C. Spektra C in D na sliki 37 predstavljata fazo rasti in stabilno 
fazo. Spekter na sliki 37C smo pridobili tako, da smo od spektra pri 70 °C odšteli spekter pri 
50 °C. Zadnji spekter je razlika spektrov pri 80 °C in 70 °C. 
 
Za vse koncentracije, kisle in bazične, in oba inhibitorja smo izračunali temperature 
prehoda ter njihove napake (negotovosti), slednje smo predstavili v dveh tabelah (tabeli 6 in 
7). 
 
V tabeli (6) so torej podane temperature prehoda za konkanavalin A, potem ko smo mu 
dodali resveratrol. Podatki se nanašajo na bazični in kisli pufer. Sivo obarvana vrstica 
predstavlja razmerje med konkanavalinom A in resveratrolom. V prvem stolpcu, z razmerjem 
resveratrol : konkanavalin = 0 : 1, gre za temperaturo prehoda čistega konkanavalina A.  
Slika 37- Konkanavalin A v prisotnosti inhibitorja resveratrol (0,75 : 1) pri pH 9. (A) Spektri FTIR raztopine 
konkanavalina A, posneti pri različnih temperaturah (črni pri 30 °C, modri pri 60 °C in rdeči pri 80 °C). 
Spekter topila je odštet. (B) 50 °C – 30 °C, (C) 70 °C – 50 °C in (D) 80 °C – 70 °C. 
Tabela 6:Temperature prehoda za konkanavalin A po dodatku resveratrola v bazičnem mediju. 
0,0 : 1,0 0,1 : 1 0,25 : 1 0,5 : 1 0,75 : 1 1:1
T[°C] 60 ± 0,7 61 ± 0,7 60,1 ± 0,7 61,8 ± 0,8 59,7 ± 1,4 / pH9






Tabela 7 je prav tako sestavljena iz dveh delov. V prvem delu so temperature prehoda za 
konkanavalin A po dodatku homotavrina v kisli pufer, v drugem delu pa v bazični pufer. 
Zgornja, siva vrstica, predstavlja razmerja, enako kot v tabeli (6), le da med konkanavalinom 







Tabela 7: Temperature prehoda za konkanavalin A po dodatku homotavrina v kislem in 
bazičnem mediju s pripadajočimi napakami. 
0,0 : 1 0,25 : 1 0,5 : 1 0,75 : 1 1,0 : 1,0
T[°C] 60 ± 0,7 59,9 ± 0,7 60 ± 0,7 60,6 ± 1,3 59,5 ± 1 pH9







Konkanavalin A je zaradi svojih lastnosti zanimiv modelni protein za preučevanje 
strukturnih sprememb med agregacijskimi procesi. Z infrardečo spektroskopijo smo želeli 
slediti strukturnim spremembam v sekundarnem zvitju konkanavalina A med termodinamsko 
gnanim procesom agregacije. Infrardeča spektroskopija se je že  izkazala za učinkovito metodo 
pri razlikovanju med različnima tipoma agregacije [7]. Nas je zanimal vpliv inhibitorjev 
(amiloidne) agregacije na strukturne spremembe, ki nastanejo med termodinamsko gnanim 
procesom agregacije. 
 
Kot glavno orodje pri spremljanju strukturnih sprememb smo uporabili diferenčno 
spektroskopijo. Izbrali smo jo zaradi njene velike občutljivosti na majhne strukturne 
spremembe. Od spektrov konkanavalina A pri pH 5 oz. pH  9 (z oz. brez inhibitorja), posnetih 
pri določeni temperaturi, smo odšteli spekter nativne oblike konkanavalina A. Spekter nativne 
oblike konkanavalina A je bil posnet pri sobni temperaturi. Ima integralne vrednosti 
diferenčnega vrha pri približno 1625 cm-1  (pH 5) oz. 1620 cm-1 (pH 9). Vsi diferenčni spektri 
so bili izračunani tako, da je bil odštevalni spekter tisti spekter, ki je bil posnet pri višji 
temperaturi. Tako pozitivni vrhovi pripadajo spektru, posnetemu pri višji temperaturi, 
negativni vrhovi pa spektru posnetemu pri nižji temperaturi. 
 
 
5.1 REZULTATI KISLEGA MEDIJA (pH 5) 
 
 
I. Temperature prehoda 
Vir za naše krivulje so bile integralne intenzitete končnih spektrov, ki v odvisnosti od 
temperature pokažejo sigmoidno odvisnost. Vse temperature prehoda sem določil v programu 
Origin na podlagi vnesenih napak oz. negotovosti za vsako točko.  
 
Temperaturo prehoda za konkanavalin A v kislem pufru (pH 5) brez prisotnosti 
inhibitorja, sem povzel po doktorski disertaciji mentorja. Spektri konkanavalina A so bili 
pripravljeni z odštevanjem pufra od raztopine. V kislem pufru, tj. pri pH 5, je temperatura 
prehoda 65,4 °C ± 0,6°C [7]. 
 
V prvi seriji meritev smo naredili spektre konkanavalina A v kislem pufru (pH 5) z 
dodatkom homotavrina (tabela 7). Naredili smo 4 serije meritev in vsakič uporabili drugačno 
razmerje homotavrina in konkanavalina A.  
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Za lažjo predstavo smo pripravili graf (slika 38), ki prikazuje spreminjanje temperatur 
prehoda kadar je bil uporabljen kot inhibitor homotavrin, kot topilo pa kisel pufer (pH 5). Na 
sliki 39 je vseh pet temperatur prehoda s pripadajočimi negotovostmi, tudi primer brez 
inhibitorja. 
 
Če pogledamo zadnje tri (označene z rdečo) temperature prehoda (0,5:1 0,75:1 in 1:1) 
opazimo višanje temperature z višanjem koncentracije inhibitorja, kar se sklada z našim 
predvidevanjem. Sicer pri omenjenih razmerjih težko govorimo, da gre za vzorec ali »pravilo«, 
saj opazimo da so velikosti napak tako visoke, da lahko tudi izključujejo našo domnevo. Pri 
višjih koncentracijah inhibitorja v kislem mediju smo opazili večje napake temperature prehoda. 
To je lahko posledica slabega raztapljanja inhibitorja v pufru, lahko pa je napaka človeškega 
faktorja.  
 
V drugi seriji smo posneli spektre konkanavalina A v kislem pufru (pH 5) z 
dodatkom resveratrola (tabela 6). Prav tako smo naredili 4 serije meritev z različnimi 
koncentracijami. Uporabili smo enaka razmerja inhibtor : konkanavalin A kot v primeru kisle 
raztopine. Pri razmerju 0,25 : 1 smo izračunali temperaturo prehoda 72,1 °C ± 6,6 °C, slednja 
močno odstopa od vseh ostalih temperatur tako v bazičnem kot v kislem mediju, kar nakazuje 
tudi precej velika napaka. Pri ostalih treh razmerjih ponovno opazimo višanje temperature 
prehoda z višanjem koncentracije inhibitorja. 
 
Slika 38: Točkast prikaz temperatur prehoda, s pripadajočimi napakami, 




Omenjeno višanje temperature je lahko ponovno bolj predvidevanje kot pa »pravilo«, predvsem, 
ker je napaka zadnje meritve večja, kot običajno (glede na sliko 38). Razlog, za tako visoke 
napake izhaja iz negotovosti posameznih integriranih vrednosti. Slednje imajo lahko velika 
odstopanja, na primer zaradi slabo raztopljene raztopine ali slabo očiščenega kristala celice. 
Posebej pri razmerju 1 : 1 (inhibitor:konkanavalin) je bilo opaziti slabšo topnost homotavrina v 
kislem mediju in posledično slabše rezultate, kar se vidi v napaki in sigmoidni krivulji, ki nima 
tako izrazite podobnosti črki S  na sliki 45. 
 
II. Brez inhibitorja 
Kot osnova pri pripravi diferenčnih spektrov so nam služile krivulje, ki povzemajo proces 
tvorbe agregatov in iz katerih lahko določimo posamezne faze, tj. začetno fazo, fazo rasti in 
stacionarno fazo. Glavne strukturne spremembe nastanejo v fazi rasti (slika 27C), kjer pozitivni 
vrh pri 1623 cm-1 priča o nastanku kompaktnih beta-struktur. Glavnino nastanka pozitivnega 
vrha pri 1623 cm-1 smo pripisali negativnemu vrhu pri 1636 cm-1, kar lahko razložimo s tem, da 
se aminokisline, ki so že v beta-strukturi, prerazporedijo v rahlo kompaktnejšo, agregirano beta-
strukturo. Pozitivni vrh pri 1675 cm-1 priča tudi o porastu deleža aminokislin v neurejeni 
strukturi. Medtem ko so opisane spremembe v fazi rasti podobne tistim v stacionarni fazi, pa so 
strukturne spremembe v začetni fazi malo drugačne. Tu ne opazimo intenzivnih vrhov v amidni 
regiji I, temveč se najintenzivnejši vrhovi nahajajo v amidni regiji II. Glavni del k amidnemu 
vrhu II prispevajo deformacije NH. Vrhovi, ki jih vidimo v amidnem II vrhu (slika 28B), 
nastanejo kot posledica oslabitve H-vezi, kjer skupine NH na stranskih verigah nastopajo kot 
proton-donorske skupine. Oslabljene H-vezi v začetni fazi so osnova za strukturne spremembe 




Slika 39: Točkast prikaz temperatur prehoda, s pripadajočimi napakami, glede 




Homotavrin in resveratrol sta znana zaviralca urejene, amiloidne agregacije. Kljub temu 
smo želeli preučiti vpliv obeh inhibitorjev na agregacijo konkanavalina A v rahlo kislem 
mediju, kjer konkanavalin tvori amorfne agregate. Proces agregacije smo spremljali ob 
dodatku različnih koncentracij inhibitorjev. V vseh primerih smo izračunali temperature 
prehodov iz raztopine v agregate (tabeli 6 in 7). Z diferenčno spektroskopijo smo želeli 
podrobneje razumeti strukturne spremembe v primeru razmerja konkanavalin A : homotavrin 
0,5 : 1. V začetni fazi (slika 31B) ne vidimo jasnih diferenčnih vrhov oz. je njihova intenziteta 
nizka. Intenziteta vrhov naraste v fazi rasti in stacionarni fazi, kjer v grobem spremljamo enake 
strukturne spremembe kot v primeru amorfne agregacije brez prisotnosti inhibitorjev. 
 
IV. Resveratrol 
Diferenčne spektre smo za primer resveratrola pripravili pri razmerju 0,75 : 1 (resveratrol 
: konkanavalin A) (slika 35). Diferenčni spekter začetne faze (slika 35B) v amidni regiji II 
kaže na slabitev vodikovih vezi na skupinah NH stranskih verig. V fazi rasti (slika 35C) in 
stacionarni fazi (slika 35D) opazimo podobne strukturne spremembe, kot smo jih opisali v 
primeru inhibicije s homotavrinom. 
 
5.2 REZULTATI BAZIČNEGA MEDIJA (pH 9) 
 
 
I. Temperatura prehoda  
Tudi v primeru, ko je šlo za bazično raztopino, so bile vir krivulj ali sigmoid integralne 
intenzitete spektrov, narejenih z vibracijsko spektroskopijo Glede temperature prehoda je bil 
uporabljen enak postopek, program Origin je na podlagi vnesenih napak za vsako točko 
izračunal temperature prehoda in njeno napako. 
 
Temperaturo prehoda za konkanavalin A v bazičnem pufru (pH 9) brez prisotnosti 
inhibitorja sem povzel po doktorski disertaciji mentorja. Spektri so bili pripravljeni na enak 
način kot pri kisli raztopini. V bazičnem mediju, tj. pri pH 9, je temperatura prehoda 60 °C  
0,7 °C [7]. 
 
 V prvi seriji meritev smo vzporedno z meritvami v kislem topilu naredili spektre 
konkanavalina A v bazičnem topilu (pH 9) z dodanim homotavrinom. Naredili smo 4 























Ponovno lahko omenimo vzorec višanja temperature prehoda z višanjem koncentracije, 
kar ponazarjajo rdeče obarvane temperature prehoda na sliki 40. Pojavi se podoben problem 
kot poprej, napaka je namreč podobne velikosti kot so razlike med temperaturami.  
 
Če primerjamo rezultate temperatur kislega in bazičnega pufra ob prisotnosti 
homotavrina, ugotovimo da se z nižanjem pH vrednosti temperature prehoda povečujejo, kar 
ostane prisotno navkljub višjim napakam z višanjem koncentracije. Torej temperaturni prehod 
se zgodi kasneje kadar je homotavrin prisoten v kislem pufru-kar ima opraviti tudi s tem, da 
konkanavalin A tvori v kislem pufru amorfne agregate v bazičnem pa tvori amiloidne fibrile. 
 
Pri merjenju spektrov konkanavalina A v bazičnem mediju (pH 9) z dodanim 
resveratrolom smo imeli enak protokol kot pri prejšnjih serijah. Pri resveratrolu v kislem 
mediju smo že omenili problem slabše topnosti inhibitorja. V bazičnem mediju se je pojavil 
podoben primer, tokrat je bila raztopina zelo motna, kar nakazuje zelo slabo topnost inhibitorja 
v bazičnem topilu. Zato smo v tem primeru razmerja malo prilagodili. Dodali smo razmerje 
0,1 : 1, torej občutno manj inhibitorja, in nismo merili razmerja 1 : 1.   
 
Slika 40: Točkast prikaz temperatur prehoda, s pripadajočimi napakami, 




Na sliki 41 vidimo ponovno vseh 5 temperatur prehoda s pripadajočimi napakami. 
Ponovno rdeče oznake predstavljajo naraščanje temperatur prehoda z naraščanjem 
koncentracije inhibitorja. Opazimo, da se napake višajo z višanjem koncentracije. Z 
upoštevanjem napak lahko ponovno zgolj predpostavljamo, da gre za rast temperatur prehoda 
z višanjem koncentracije inhibitorja.  
 
Zaradi velikih napak in očitno majhnega efekta koncentracije inhibitorja v preučevanem 
intervalu koncentracij pa tega ne moremo dokazati. Opazimo da napake niso več tako visoke 
kot, pri konkanavalinu A v kislem pufru, kar nakazuje na boljšo topnost inhibitorjev v 
bazičnem pufru. Če primerjamo konkanavalin A v kislem in bazičnem pufru ter dodanim 
resveratrolom, lahko ponovno ugotovimo, da se temperatura prehoda zgodi kasneje, kadar 
deluje inhibitor v kislem mediju, to lahko sklepamo kljub visoki negotovosti temperatur v 
kislem pufru. 
 
II. Brez inhibitorja 
Predhodne študije so pokazale, da konkanavalin A v rahlo bazičnem okolju (pH 9) tvori 
amiloidne fibrile. Na sliki 29 se nahajajo diferenčni spektri, ki povzemajo posamezno fazo 
agregacijskega procesa. Na prvi pogled so spremembe podobne tistim, ki so opisane v primeru 
agregacije v rahlo kislem okolju. Če pogledamo natančneje, opazimo, da se diferenčni vrhovi 
v fazi rasti (slika 29C) in stacionarni fazi (slika 29D) v amidni I nahajajo pri nižjih valovnih 
številih. Slednje priča o tvorbi urejene strukture beta, značilnem strukturnem elementu 
amiloidnih fibril, ki ga poimenujemo tudi navzkrižna -struktura (angl. cross- ). Vrh, 
značilen za navzkrižno  -strukturo, se nahaja pri 1618 cm-1 v fazi rasti in pri 1615 cm-1 v 
stacionarni fazi, kar pomeni, da navzkrižna beta-struktura v stacionarni fazi postane še rahlo 
kompaktnejša. Spremembe v začetni fazi (slika 29B) so najočitnejše v amidni regiji II in so že 
bile opisane. Hkrati na sliki 29B opazimo tudi vrhove v amidni regiji III (1245 in 1224 cm-1). 
Ti vrhovi že nakazujejo strukturne spremembe, ki postanejo intenzivnejše v naslednjih dveh 
fazah. 
Slika 41: Točkast prikaz temperatur prehoda, s pripadajočimi napakami, 





Diferenčne spektre smo pripravili pri razmerju 0,5 : 1 (homotavrin : konkanavalin A) 
(slika 33). Glavne konformacijske spremembe pričakovano opazimo v fazi rasti (slika 33C), 
kjer zasledimo pozitivne vrhove pri 1618 cm-1, ki pripadajo navzkrižno urejenim beta-
strukturam. Vrh nastane na račun aminokislin v nativnih beta-strukturah (vrh pri 1636 cm-1). 
Delno so enake spremembe vidne tudi v stacionarni fazi (slika 33D), vendar v nižji intenziteti. 
 
IV. Resveratrol 
Diferenčne spektre smo pri študiji inhibicije agregacije konkanavalina A z inhibitorjem 
resveratrolom pripravili pri množinskem razmerju resveratrola proti konkanavalinu A 0,75 : 1 
(slika 37). Opazimo, da sta si začetna (slika 37B) in stacionarna faza (slika 37D) med seboj 
podobni. V obeh fazah opazimo že opisane spremembe v amidni regiji II in tvorbo navzkrižno 
urejenih sekundarnih beta-struktur. Strukturne spremembe v fazi rasti (slika 37C) se ujemajo 
s strukturnimi spremembami, opisanimi za enako fazo pri urejeni agregaciji konkanavalina A 
brez prisotnosti inhibitorjev. V tej fazi opazimo najintenzivnejše strukturne spremembe, ki 














Določili smo napake temperatur prehoda za vsako razmerje inhibitor : konknanavalin A v 
kislem in bazičnem pufru. Predhodno smo določili tudi napake integralnih intenzitet (ploščin) 
končnih spektrov. Vidno je, da se temperatura prehoda v kislem mediju zgodi pozneje kot v 
bazičnem. To je najverjetneje posledica tega, da konkanavalin A v kislem topilu tvori amorfne 
agregate, v bazičnem pa amiloidne fibrile. V nekaterih primerih se z višanjem koncentracije 
inhibitorja v razmerju s konkanavalinom A viša tudi temperatura prehoda, vendar pa je 
negotovost temperatur prehoda ovira za jasen zaključek. 
 
Z diferenčno spektroskopijo smo pokazali, da se v kislem pufru brez dodanega inhibitorja 
zgodijo glavne strukturne spremembe v fazi rasti. Pojavi se pozitivni vrh pri 1623 cm-1, ki 
nakazuje -strukture.V bazičnem mediju brez inhibitorja se diferenčni vrhovi v fazi rasti 
nahajajo pri 1618 cm-1, v stacionarni fazi pa pri 1615 cm-1, kar lahko pripišemo t. i. navzkrižni 
-strukturi, ki je značilna za amiloidne fibrile. 
 
Pri razmerju homotavrin : konkanavalin A = 0,5 : 1 v kislem mediju smo opazili spremembe 
šele v fazi rasti in stacionarni fazi. Spremembe so bile podobne kot brez dodanega inhibitorja. 
Pri opazovanju razmerja 0,75 : 1 za resveratrol v kislem mediju smo v fazi rasti opazili 
pozitivne vrhove pri 1618 cm-1 in jih pripisali navzkrižni -strukturi, ki nastane zaradi nativne 
-strukture pri 1636 cm-1. 
 
V primeru bazičnega medija po dodatku resveratrola konkanavalinu A v razmerju 0,75 : 1 smo 
v začetni fazi v amidni regiji II opazili slabitev vodikovih vezi v skupinah NH stranskih verig. 
Pri razmerju v bazičnem pufru resveratrol : konkanavalin A = 0,5 : 1 smo tako v začetni fazi 
kot v stacionarni fazi opazili navzkrižne sekundarne -strukture. 
 
Temperatura prehoda ob visokih koncentracijah inhibitorja ni naraščala po pričakovanjih. 
Razlogov je lahko več. Prvi razlog bi lahko bil, da nismo uporabili pravilnih koncentracijskih 
razmerij. Ena izmed omejitev uporabe IR-spektroskopije pri spremljanju agregacijskih 
procesov je namreč ta, da moramo zaradi same detekcije metode uporabljati visoke 
koncentracije modelnega proteina. Ob dodatku inhibitorja (predvsem pri višjih 
koncentracijskih razmerjih) lahko pride do nasičenja raztopin, kar lahko vodi k hitrejši 
agregaciji, kljub prisotnosti inhibitorjev. Da bi izboljšali oz. odpravili omejitev metode, bi 
morali uporabiti tako nižje koncentracije modelnega proteina kot tudi nižja koncentracijska 
razmerja modelni protein : inhibitor. 
 
Cilj diplomskega dela je bil preveriti uporabnost diferenčne spektroskopije pri spremljanju 
konformacijskih sprememb ob procesu agregacije. Metoda se je izkazala za učinkovito in 
sposobno zaznati omenjene konformacijske spremembe, ki sicer niso velike. Še več, z 
diferenčno spektroskopijo lahko ločimo tudi med različnimi tipi agregacije, v našem primeru 
med amorfno, neurejeno agregacijo in urejeno, amiloidno agregacijo. Opazili smo tudi, da so 
konformacijske spremembe podobne med agregacijo ob prisotnosti inhibitorjev in agregacijo 
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Nihanje molekule lahko poenostavimo s sistemom mas in vzmeti  v harmonski 
aproksimaciji.Poglejmo si pod katerimi pogoji lahko harmonski oscilator absorbira (ali odda) 
foton. Gre za tri pogoje, ki si jih bomo pogledali. 
 
Prvi pogoj je ta da mora vpadajoči foton (IR žarka) imeti enako energijo kot je razlika 
dveh energijskih  stanj v harmonskem oscilatorju, kar zapišemo kot, 
 
 𝐸 = ∆𝐸 = 𝐸  − 𝐸  ,  (7.1) 
 
za emisijo fotona pa bi zapisali ravno obratno. Drugi pogoj pa pokaže, da je absorpcija (ali 
emisija) fotona možna le če sta prej omenjeni energijski stanji sosednji, torej 
 
 𝑛` − 𝑛 = ∆𝑛 = ±1  ,  (7.2) 
 
čemur rečemo dovoljeni prehodi (pozitivno predstavlja absorpcijo, negativno pa emisijo), ne 
dovoljeni pa so ∆𝑛 ≠ ±1.  
 
Kot tretji pogoj, pa govorimo o nujni prisotnosti spremembe dipolnega momenta, kot 
rezultat molekularne vibracije. Sprememba v dipolnem momentu dovoli interakcijo z 





≠ 0  .  (7.3) 
 
V enačbi (7.3), μ predstavlja električni dipolni moment, x pa krajevno koordinato. Sedaj pa 
poglejmo, iz kje izvirata prvi in drugi pogoj. Zapišimo integral (angl. transition moment 
integral), ki izraža verjetnost prehoda od n do n` lastnega stanja,  
 
 𝜇 = 〈𝛹 ` |?̂?(𝑥)|𝛹 〉 = ∫ 𝛹∗ ` (𝑥)?̂?(𝑥)𝛹 (𝑥)𝑑𝑥  .   (7.4) 
 
Strmimo h temu da bi bil  𝜇 ≠ 0, le tako lahko pride do prehoda, kar vidimo kot intenziteto 
na spektru absorpcije. Dipolni moment je definiran kot, 
 
 
 ?̂? = ∑ 𝑒𝑟 + ∑ 𝑞𝑅    .  (7.5) 
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Razširimo ga po Taylorju in dobimo,  
 




𝑥 + ⋯      .  (7.6) 
Ohranimo samo prvi in drugi člen, z vstavljanjem nazaj v enačbo (7.4), pa dobimo, 
 
 𝜇 = μ  ∫ 𝛹 ` (𝑥) 𝛹 (𝑥)𝑑𝑥 +
( )
 ∫ 𝑥𝛹∗ ` (𝑥)?̂?(𝑥)𝛹 (𝑥)𝑑𝑥 ,  (7.7) 
 
kjer je μ = 0 in predstavlja dipolni moment molekule ko so jedra v ravnovesnem 
položaju. 
 
Prvi integral predstavlja produkt dveh pravokotnih valovnih funkcij. Slednji je 1, če sta obe 
funkciji enaki in 0 če sta različni. Ker gledamo prehode, torej iz enega stanja v drugo, 
funkciji pa predstavljata začetno in končno stanje, to avtomatsko pomeni da sta različni, zato 
je njun produkt 0 in celoten prvi člen je enak 0. Drugi člen v enačbi (7.7) je sestavljen iz dveh 




in je lahko enak 0, a smo pokazali, če želimo imeti absorpcijo mora biti različen od 0. Izkaže 
se, da je drugi člen, integral,  enak 0, razen kadar je n` =  n ± 1 𝑜𝑧.  ∆n = ±1, kar točno 


















Fourierova transformacija v spektroskopiji 
 
 
Fourierova transformacija je matematična tehnika, ki jo lahko uporabimo, da pretvorimo 
funkcijo iz ene realne spremenljivke v drugo. Je zelo uporabna v spektroskopiji, ker je večino 
spektroskopskih študij narejenih z elektromagnetnimi valovi, ki pokrivajo široko območje 
frekvenc. 
 
Trigonometrične funkcije omogočajo Fourierovi transformaciji da pretvori funkcijo iz ene 
domene ene spremenljivke v drugo domeno. Matematično funkcijo lahko zapišemo kot 
neskončna vrsta kosinusov in sinusov, v naslednji obliki, 
 
 𝑓(𝑥) = + ∑ 𝑎 cos + 𝑏 sin   .  (8.1) 
Izkaže se, da s to kombinacijo sinusov in kosinusov lahko izrazimo katerokoli periodično 
funkcijo. Ko se n povečuje, se funkcija vedno bolj približuje prvotni. Če uporabimo zveze, 
 
 𝑒 = cos𝜃 + 𝑖 sin𝜃 , 
 
 cos𝜃 =  𝑒 + 𝑒  , 
 sin𝜃 = 𝑒 − 𝑒    𝑖𝑛 
 𝐶 = (𝐶 − 𝑖𝑏 ) ,   (8.2) 
lahko prikažemo našo prvotno Fourierevo vrsto v odvisnosti od kompleksnega eksponenta, 
 
 𝑓(𝑥) = ∑ 𝐶  𝑒    𝑖𝑛   𝜃 =   (8.3) 
To omogoča par Fourierovih transformirank f(x) in F(y), 
 
𝐹(y) = 𝑓(𝑥)  𝑒 𝑑𝑥  𝑖𝑛 
 𝑓(x) = ∫ 𝐹(𝑦)  𝑒 𝑑𝑥  . (8.4) 
Pri FTIR spektroskopiji tako lahko iz prostora premikov, ki ga predstavlja interferogram 
dobljen iz Michelsonoega interferometra preidemo v frekvencni prostor, ki ga predstavlja 
spekter. Naši dejanski surovi podatki so intenziteta interferenčnega vala proti OPD. Nam bolj 
poznani spekter, je zapisan v interferogramu. S Fourierove transformacije lahko izračunamo 
naš dejanski spekter. Intenziteta posneta z detektorjem je funkcija razlike poti v interferometru 
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 in valovnem številu 𝜅, 
 
 𝐼(∆, 𝜅) = 𝐼(𝜅) ∙ [1 + cos(2𝜋𝜅∆)] . (8.5) 
 
Torej je intenziteta izmerjena pri točno določenem premiku (OPD), 
 
 𝐼(∆) = ∫ 𝐼(∆, 𝜅)
∞
0
= 𝐼(𝜅)[1 + cos(2𝜋𝜅∆)]𝑑𝜅. (8.6) 
Vidimo, da imamo povezavo s kosinusno Fourierovo transformacijo, torej uporabimo inerzno 
Fourierovo transformacijo in tako dobimo željeni spekter v odvisnosti od frekvence [25],  
 
 𝐼(𝜅) = 4 ∫ 𝐼(∆) −
1
2
∙ 𝐼(∆= 0) cos(2𝜋𝜅∆) 𝑑
∞
0




































Zaradi boljše preglednosti v poglavju Rezultati nismo vključili vseh sigmoid, vključene 
so bile le tiste štiri, ki smo jih uporabili pri diferenčnih spektrih. Preostalih 12 krivulj za 
množinska razmerja, ki so prikazana v tabelah 6 in 7, pa je predstavljenih spodaj. 
Razdeljene so v dve podpoglavji. V prvem so sigmoide, ki so rezultat dodatka 
homotavrina konkanavalinu A, v drugem podpoglavju pa so tiste, ki so nastale po dodatku 
resveratrola konkanavalinu A. 
 
 
I. Uporaba homotavrina kot inhibitorja 
 
 
Slika 44: Odvisnost integralnih vrednosti od 
temperature za razmerje homotavrin:konkanavalin 
A=0,25:1, v bazičnem pufru s pH 9; Tm= 59,9°C.  
Slika 42: Odvisnost integralnih vrednosti od temperature 
za razmerje homotavrin:konkanavalin A=1:1, v kislem 
pufru s pH 5; Tm= 65,3°C. 
Slika 43: Odvisnost integralnih vrednosti od 
temperature za razmerje homotavrin:konkanavalin 
A=0,75:1, v kislem pufru s pH 5; Tm= 64,9°C. 
Slika 45: Odvisnost integralnih vrednosti od temperature 
za razmerje homotavrin:konkanavalin A=0,25:1, v kislem 














Slika 47: Odvisnost integralnih vrednosti od 
temperature za razmerje homotavrin:konkanavalin 
A=1:1, v bazičnem pufru s pH 9; Tm= 59,5°C. 
Slika 46: Odvisnost integralnih vrednosti od temperature 
za razmerje homotavrin:konkanavalin A=0,5:1, v 
bazičnem pufru s pH 9; Tm= 60,0°C. 
Slika 48: Odvisnost integralnih vrednosti od temperature za 
razmerje resveratrol:konkanavalin A=0,5:1, v kislem pufru 
s pH 5; Tm= 60,3°C. 
Slika 49: Odvisnost integralnih vrednosti od temperature 
za razmerje resveratrol:konkanavalin A=1:1, v kislem pufru 










Slika 50: Odvisnost integralnih vrednosti od temperature za 
razmerje resveratrol:konkanavalin A=0,1:1, v bazičnem 
pufru s pH 9; Tm= 61,0°C.  
Slika 51: Odvisnost integralnih vrednosti od temperature za 
razmerje resveratrol:konkanavalin A=0,25:1, v kislem pufru 
s pH 5; Tm= 72,1°C.  
Slika 52: Odvisnost integralnih vrednosti od temperature za 
razmerje resveratrol:konkanavalin A=0,75:1, v bazičnem 
pufru s pH 9; Tm= 59,7°C. 
Slika 53: Odvisnost integralnih vrednosti od temperature za 
razmerje resveratrol:konkanavalin A=0,25:1, v bazičnem 




Integralne intenzitete spektrov  
 
Integralne intenzitete so predhodni podatki za določitev temperature prehoda in so ključne 
za risanje sigmoidne krivulje. Vse spodnje napake so bile uporabljene v programu Origin pri 
računanju temperature prehoda. Obe spodnji tabeli (tabela 8 in 9) sta enako strukturirani. V 
glavi tabele je ime uporabljenega inibitorja, v vrstici pod naslovom tabele pa razmerje 
inhibitor : konknanavalin A in pH uporabljenega pufra. Tabela 9 vsebuje podatke o ploščinah 
pod grafom končnih spektrov, ko je bil raztopini pufra (kislega ali bazičnega) dodan inhibitor 
resveratrol. Stolpca pH9_0 in pH5_0 v tabeli 9 sta povzeta iz disertacije mentorja Urbana 
Novaka [7]. Obe raztopini v teh stolpcih, tj. inhibitor : konkanavalin A = 0 : 1 pri pH 5 in pH 9, 
sta bili posneti brez prisotnosti inhibitorja, zato sta v prvi tabeli (tabela 8) izključeni iz prikaza. 
 
Tabela 8 vsebuje podatke o ploščinah pod grafom končnih spektrov, ko je bil končni 
raztopini dodan homotavrin.  
 
Tabela 8: Integralne intenzitete končnih spektrov pri uporabi inhibitorja resveratrola, v razmerjih inhibitor : 
konkanavalin A- 0 : 1,   0,1 : 1, 0,25 : 1, 0,5 : 1, 0,75 : 1 in 1 : 1 
Tabela 9: Integralne intenzitete končnih spektrov pri uporabi inhibitorja homotavrin, v razmerjih 
inhibitor : konkanavalin A-0,25 : 1, 0,5 : 1, 0,75 : 1 in 1 : 1. 
Raztopina pH9_0,25 pH9_0,5 pH9_0,75 pH9_1 pH5_0,25 pH5_0,5 pH5_0,75 pH5_1
T [°C]
30 -0,18 ± 0,3 0,05 ± 0,2 0,11 ± 0,4 -0,05 ± 0,4 0,08 ± 0,2 -0,62 ± 0,2 0,3 ± 0,4 -0,33 ± 0,2
35 0,3 ± 0,3 0,07 ± 0,2 0,09 ± 0,4 0,43 ± 0,4 0,23 ± 0,2 -0,48 ± 0,2 0,6 ± 0,4 -0,28 ± 0,2
40 0,2 ± 0,3 -0,41 ± 0,2 0,42 ± 0,4 0,04 ± 0,4 0,29 ± 0,2 -0,43 ± 0,2 -0,28 ± 0,4 -0,37 ± 0,2
45 0,12 ± 0,3 0,39 ± 0,2 -0,23 ± 0,4 0,15 ± 0,4 0,37 ± 0,2 -0,84 ± 0,2 0,04 ± 0,4 -0,17 ± 0,2
50 0,96 ± 0,3 1,28 ± 0,2 1,68 ± 0,4 1,13 ± 0,4 0,19 ± 0,2 -0,39 ± 0,2 0,32 ± 0,4 -0,18 ± 0,2
55 2,57 ± 0,3 2,55 ± 0,2 2,9 ± 0,4 2,9 ± 0,4 0,35 ± 0,2 -0,03 ± 0,2 0,06 ± 0,4 -0,4 ± 0,2
60 4 ± 0,3 3,96 ± 0,2 3,75 ± 0,4 4,09 ± 0,4 0,35 ± 0,2 0,45 ± 0,2 1,18 ± 0,4 0,5 ± 0,2
65 5,73 ± 0,3 5,8 ± 0,2 5,8 ± 0,4 5,74 ± 0,4 1,51 ± 0,2 0,9 ± 0,2 1,75 ± 0,4 1,03 ± 0,2
70 7,29 ± 0,3 7,09 ± 0,2 7,2 ± 0,4 7,24 ± 0,4 2,17 ± 0,2 1,3 ± 0,2 1,55 ± 0,4 1,08 ± 0,2
75 8,07 ± 0,3 - 8,21 ± 0,4 8,29 ± 0,4 1,99 ± 0,2 1,39 ± 0,2 2,31 ± 0,4 1,78 ± 0,2
80 7,72 ± 0,3 8,13 ± 0,2 8,2 ± 0,4 7,54 ± 0,4 2,71 ± 0,2 1,95 ± 0,2 2,73 ± 0,4 1,97 ± 0,2
ploščina ± napaka
TEMPERATURA PREHODA - HOMOTAVRIN
Raztopina pH9_0 pH9_0,1 pH9_0,25 pH9_0,5 pH9_0,75 pH5_0 pH5_0,25 pH5_0,5 pH5_0,75 pH5_1
T [°C]
30 - 0,34 ± 0,3 0,41 ± 0,3 0,28 ± 0,3 0,5 ± 0,4 - -0,12 ± 0,6 -0,06 ± 0,2 -0,06 ± 0,7 -0,13 ± 1,3
35 0,17 ± 0,1 0,2 ± 0,3 0,52 ± 0,3 0,21 ± 0,3 0,63 ± 0,4 -0,02 ± 0,0033 -0,27 ± 0,6 0,22 ± 0,2 -0,5 ± 0,7 0,3 ± 1,3
40 0,22 ± 0,1 0,26 ± 0,3 1,09 ± 0,3 0,64 ± 0,3 0,98 ± 0,4 -0,01 ± 0,0033 -1,9 ± 0,6 - 0,24 ± 0,7 -1,41 ± 1,3
45 0,59 ± 0,1 0,95 ± 0,3 0,77 ± 0,3 1,07 ± 0,3 1,84 ± 0,4 -0,01 ± 0,0033 -0,19 ± 0,6 0,92 ± 0,2 0,24 ± 0,7 0,03 ± 1,3
50 1,12 ± 0,1 1,72 ± 0,3 1,39 ± 0,3 1,21 ± 0,3 2,52 ± 0,4 -0,01 ± 0,0033 -0,07 ± 0,6 0,24 ± 0,2 -0,16 ± 0,7 0,15 ± 1,3
55 1,81 ± 0,1 2,39 ± 0,3 2,39 ± 0,3 2,46 ± 0,3 3,53 ± 0,4 0,01 ± 0,0033 0,14 ± 0,6 0,84 ± 0,2 -1,32 ± 0,7 -1,37 ± 1,3
60 2,5 ± 0,1 4,66 ± 0,3 4,76 ± 0,3 3,93 ± 0,3 5,41 ± 0,4 0,04 ± 0,0033 0,3 ± 0,6 -0,8 ± 0,2 -0,23 ± 0,7 -0,68 ± 1,3
65 3,78 ± 0,1 6,32 ± 0,3 6,56 ± 0,3 5,68 ± 0,3 6,69 ± 0,4 0,08 ± 0,0033 0,85 ± 0,6 1,87 ± 0,2 1,25 ± 0,7 1,31 ± 1,3
70 4,53 ± 0,1 8,6 ± 0,3 8,19 ± 0,3 7,75 ± 0,3 8,26 ± 0,4 0,11 ± 0,0033 1,49 ± 0,6 1,81 ± 0,2 1,57 ± 0,7 1,36 ± 1,3
75 5,03 ± 0,1 8,78 ± 0,3 7,87 ± 0,3 8,79 ± 0,3 9,88 ± 0,4 0,14 ± 0,0033 1,47 ± 0,6 2,25 ± 0,2 1,87 ± 0,7 1,94 ± 1,3
80 5,02 ± 0,1 9,37 ± 0,3 8,93 ± 0,3 8,33 ± 0,3 8,95 ± 0,4 0,16 ± 0,0033 2,38 ± 0,6 2,49 ± 0,2 2,25 ± 0,7 2,5 ± 1,3
ploščina ± napaka




Računanje negotovosti temperature prehoda 
 
Ko govorimo o končnih rezultatih, je zelo pomemben dejavnik njihova negotovost. Skupaj 
z mentorjem sva se odločila določiti negotovost prej opisane temperature prehoda, saj bi bilo 
to zelo zanimivo tako za mojo zaključno nalogo kot tudi za kemijski inštitut, kjer sem opravljal 
meritve. 
 
Temperaturo prehoda izračuna program Origin, ko fitamo sigmoido, ki predstavlja 
odvisnost integralnih vrednosti od temperature Integralnih vrednosti nismo opazovali na 
celotnem spektru, temveč samo v določenem območju, od 1600 do 1635 cm-1. 
 
Za določitev napake temperature prehoda je potrebno določiti negotovost ploščin, tako 
smo prišli do zaključka, da je najprej potrebno določiti negotovost absorbance začetnih 
spektrov za vsak x. Takrat  sem za pomoč prosil asist. dr. Gregor Kladnika, po dopisovanju 
sva prišla do končne metode načina določevanja negotovosti podatkov. 
 
 Za lažjo ponazoritev, kako je potekalo računanje negotovosti napake, je pripravljena 



















Na tej shemi (slika 54) naključnega spektra modri krogci ponazarjajo dejanske meritve 
absorbance (os y) pri danem valovnem številu (os x). Zanima nas ploščina pod krivuljo oz. 
pozneje negotovost te ploščine. Najprej se posvetimo napakam dejanskih meritev. Vsako točko 
(dejansko meritev) na spektru, ki je označena z intervalom negotovosti, poimenujmo izmerek 
A oziroma A, njen interval negotovosti pa σA. 
Slika 54: Skica naključnega spektra, za lažjo ponazoritev računanja napake s 





Naši vhodni podatki so zbrani v spektru, veliko spektrov ima na ordinatni osi podatke 
predstavljene kot štetje dogodkov (npr. fotonov). Spektrometri, na katerih smo opravljali svoje 
meritve, delujejo po načelu Beer-Lambertovega zakona. Torej naši spektri na ordinatni osi 
prikazujejo absorbanco, ki je definirana po naslednji enačbi, 
 
 𝐴(𝑥) = 𝑙𝑜𝑔


 .  (4.1) 
 
V enačbi (4.1) A(x) predstavlja izmerek oz. točko v spektru in ima dobro definirana x in y, v 
predstavlja vpadno svetlobo in p prepuščeno svetlobo. 
 
Privzamemo, da svetlobni tok merimo kot število fotonov, torej 
 
 𝜎 ( ) =   ,  
 𝜎  =   . (4.2) 
 
Potem je za 𝑢 = 



















Enačbo (4.1) lahko zapišemo tudi kot log u, naprej potem zapišemo, 
 
 𝐴 ± 𝜎 = log  (𝑢 ± 𝜎 ) = log 𝑢 1 ±  
 = log 𝑢 + log (1 ± ) 
 = 𝐴 ±  (4.5) 
 









 . (4.6) 
 
 
 Razmerje vpadne in prepuščene svetlobe lahko preprosto izračunamo po logaritemskem 
obratu, in sicer 
 






= 10  . (4.7) 
 
 
Torej lahko enačbo (4.5) poenostavimo in zapišemo, 
 
 𝜎 =   ∙ [1 + 10 ]  . (4.8) 
 
Nismo še definirali faktorja   , saj ga ne poznamo. Lahko predpostavimo da je 
konstanten, 
 𝑎 =    . (4.9) 
 
Enačba (4.7), ocena za napako 𝜎  meritve A, je potem 
 
 𝜎 ≈ 𝑎 [1 + 10 ]  , (4.10) 
 
oziroma je natančna do konstante a, 
 𝜎 ≈ [1 + 10 ]  . (4.11) 
Pot do končnih spektrov ali sigmoide je prepletena z odštevanjem spektrov. Najprej smo 
odšteli spektre vseh raztopin A od spektrov raztopin B, tako smo dobili 12 novih (diferenčnih) 
spektrov od 25 °C do 80 °C. Nato smo spekter pri 25 °C odšteli od vseh ostalih diferenčnih 
spektrov. Tako imamo 11 končnih spektrov od 30 °C do 80 °C, ki so pripravljeni za integracijo. 
Če tistega spektra pri 25 °C, ki smo ga odšteli, ne štejemo kot celoto ampak še vedno kot 
razliko raztopine A in B, lahko rečemo, da je vsak od 11-ih končnih spektrov sestavljen iz 
štirih. Opazovati moramo negotovosti v vseh štirih spektrih pri vsakem y za dani x. Torej 
zapišemo za končno negotovost absorbance pri danem x 
 
 𝜎 = 𝜎 + 𝜎 + 𝜎 + 𝜎 = (1 + 10 ) + (1 + 10 ) + (1 + 10 ) + (1 + 10 ), 
 𝜎 = [4 + 10 + 10 + 10 + 10 ]  , (4.12) 
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kjer A, B, C in D predstavljajo točke v različnih spektrih pri enakem x. Vijuga nad 
negotovostjo (sigmo) nas opozarja, da je to le približek, pravilna napaka bi bila 𝜎 = a ∙  𝜎  
Sedaj ko je enačba napake izmerkov izpeljana, se lahko posvetimo negotovosti ploščine 
(integrala). Ploščino bomo aproksimirali s trapezno metodo, pomagali si bomo s spodnjo sliko 





















Za trapezni približek moramo definirati 
 
 𝛥𝑥 = 𝑥 − 𝑥  
in 
 𝑆 = (𝑦 + 𝑦 ) (4.13) 
Razlika Δx je običajno konstanta in tako je tudi v našem primeru, kjer znaša 0,96437 cm-1. 
Ocena za napako ploščine Sab na intervalu (xa, xb) je potem 
 
 
 𝜎(𝑆 ) = · (𝜎 + 𝜎 )  . (4.14) 
 
Celotno ploščino oz. interval poimenujemo I. Če pogledamo ploščino na celotnem intervalu, 
torej od xzačetek do xkonec , enačbo (4.10) zapišemo kot, 
 
 
 𝑆 ≈ ∑ 𝑆 = · 𝑦 + 2 ∑ 𝑦 + 𝑦  . (4.15) 
 
 






Napaka integrala I je potem, 
 
 𝜎 = · 𝜎 (𝑥 č ) + 4 ∑ 𝜎 (𝑥 ) + 𝜎 (𝑥 )  . (4.16) 
Po opisanem postopku sem torej najprej izračunal napake izmerkov, nato pa še napake vseh 
11 ploščin za vsako koncentracijo, ki so že bile opisane. Napake ploščin bodo predstavljene v 
dodatku E v tabeli. 
 
Za določitev napake temperature prehoda sem uporabil program Origin. Vnesel sem podatke 
o temperaturi, ploščini in negotovosti ploščin. Krivuljo sem fital kot sigmoido in dobil izpisano 
temperaturo prehoda in njeno napako. Ker smo predpostavili, da so negotovosti natančne samo 
do konstante a, smo morali svoj fit oz. napake še »popraviti«. Ker smo predpostavili, da so 
napake ploščin natančne samo do konstante a, lahko napake popravimo tako, da zahtevamo 
χ ≈1 
 
Po prvem fitu in uporabi 𝜎  dobimo zato tudi 𝜒 , ki je manjši od 1. Povezava med 
ustreznim (pravilnim) χ  in omenjenim 𝜒  je, 
 
 χ = ∙ 𝜒 . (4.17) 
Za svojo oceno konstante a potem zahtevamo, da je hi-kvadrat enak približno 1, zato je 
 
 𝑎 = χ  . (4.18) 
Napake ploščin torej popravimo na, 
 
 𝜎 = 𝑎 ∙ 𝜎 . (4.19) 
Ponovimo fit z enakimi ploščinami, temperaturo, a z novimi napakami. Hi-kvadrat je sedaj 
približno enak 1. Oblika fita oziroma sigmoide se ne spremeni, negotovost temperature 
prehoda, pa je sedaj pravilneje ocenjena. 
 
